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Los invertebrados coloniales y sésiles poseen la capacidad de distinguir entre los 
tejidos propios y aquellos de individuos no relacionados de su misma especie. Este 
fenómeno de alorreconocimiento se ha estudiado a profundidad en Hydractinia 
symbiolongicarpus, un hidrozoario que crece sobre las conchas de gastrópodos 
habitadas por los cangrejos ermitaños. Encuentros entre colonias de H. 
symbiolongicarpus son frecuentes y resultan en fusión, rechazo o fusión transitoria. 
Estudios con líneas endogámicas de H. symbiolongicarpus han demostrado que el 
alorreconocimiento es controlado por dos loci ligados, altamente polimórficos y con 
expresión codominante (alr1 y alr2), en donde colonias que comparten al menos un 
alelo de alguno de los dos loci se fusionan, mientras aquellas que no comparten alelos 
se rechazan. Alr1 y alr2 han sido clonados posicionalmente y codifican receptores de 
membrana con 2 o 3 dominios de inmunoglobulina. Si bien la variación de alr1 y alr2 
predice los fenotipos de fusibilidad en las líneas endogámicas, en interacciones entre 
animales silvestres estas predicciones no se cumplen completamente. Esto sugiere 
que existen loci de alorreconocimiento adicionales que han sido homogenizados en las 
líneas endogámicas pero que pueden participar en el alorreconocimiento entre 
colonias silvestres. Con el objetivo de identificar potenciales alodeterminantes 
adicionales, en este trabajo se empleó una estrategia de proteómica comparativa 
usando colonias hermanas de H. symbiolongicarpus derivadas de un retrocruce que 
diferían en sus fenotipos de alorreconocimiento. Para esto, proteínas totales se 
extrajeron de dos grupos de colonias hermanas constituidos por individuos que se 
fusionaban entre sí pero que rechazaban a las colonias del otro grupo. Los proteomas 
de ambos grupos se compararon por electroforesis bidimensional diferencial en gel 
(2D-DIGE) y las proteínas expresadas diferencialmente entre los grupos se 
identificaron por espectrometría de masas en tandem (MS/MS). Mediante esta 
aproximación se identificó un total de 42 proteínas diferencialmente expresadas entre 
los grupos que fueron clasificadas en 7 clases funcionales: a) Enzimas (diferentes a 
enzimas del metabolismo y peptidasas), b) proteínas del metabolismo, c) proteínas del 
sistema de óxido-reducción, d) peptidasas y proteasas, e) proteínas estructurales, f) 
proteínas de reconocimiento y g) otras proteínas. Las proteínas de la clase de 
reconocimiento se consideraron potenciales alodeterminantes e incluyó 8 proteínas 
con dominios de interacción molecular como HSP70, Peptidoglicano, Fibrinógeno, 
Ribonucleasa T2, CAP, Trombospondina tipo 1 y ML. La asignación definitiva de estas 
proteínas candidatas como alodeterminantes requiere determinar si su variación 
predice los fenotipos de alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus. 
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Sessile and colonial invertebrates possess the ability to distinguish between their own 
tissues and those from unrelated conspecifics. This allorecognition phenomenon has 
been well studied in Hydractinia symbiolongicarpus, a hydrozoan that grows on the 
shells occupied by the hermit crab. Encounters between colonies of H. 
symbiolongicarpus occur frequently and result in fusion, rejection, or transitory fusion. 
Analyses with endogamic lines of this hydrozoan have demonstrated that 
allorecognition is controlled by two linked, co-dominantly expressed, and polymorphic 
loci (alr1 and alr2), such that colonies sharing at least one allele of any of these two loci 
will fuse, whereas colonies sharing no alleles will reject. Alr1 and alr2 have been 
characterized by positional cloning, and they encode transmembrane proteins with 2 or 
3 immunoglobulin domains. Although variation of alr1 and alr2 predicts the 
allorecognition phenotypes in the inbreed lines, in wild-type colonies these predictions 
are not completely met. This suggests that there are addition allorecognition loci that 
might have been homogenized during the inbreeding process but that could play a role 
in the phenomenon in wild-type animals. With the aim of identifying these potential 
allodeterminants, in this work it was used a comparative proteomics approach on 
offspring from a H. symbiolongicarpus backcross that differed in their allorecognition 
phenotypes. To accomplish this aim, total protein was extracted from two groups of 
offspring colonies constituted by individuals that fused among themselves but rejected 
the colonies from the other group. The proteomes of both groups were compared by 
two-dimensional differential gel electrophoresis, and the proteins differentially 
expressed were identified by tandem mass spectrometry (MS/MS). Under this 
approach, there were a total of 42 proteins identified as differentially expressed 
between the two groups, and they were classified into seven functional classes: a) non-
metabolic enzymes, b) metabolism proteins, c) redox proteins, d) proteases and 
peptidases, e) structural proteins, f) recognition proteins, and g) other proteins. 
Proteins from the recognition class were considered potential allodeterminants and it 
included 8 molecules with recognition domains such as HSP70, peptidoglycan 
recognition, fibrinogen, ribonuclease T2, CAP, thrombospondin-1 and ML. A definitive 
assignation of these candidate proteins as allodeterminants requires establishing that 
its variation predicts the allorecognition phenotypes in H. symbiolongicarpus. 
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HSP70: Proteína de choque térmico de 70 kDa 
 
CAP: Proteínas secretoras ricas en cisteína (CRISPS), antígeno 5 (Ag5), proteína 
relacionada a patogénesis 1 (Pr-1) 
 
ML: Proteína relacionada a MD-2 reconocimiento de lípidos, del inglés MD-2-related 
lipid-recognition 
 




HWB: Hydractinia-Woods Hole-Bogotá 
 
BC-1: Población de retrocruce-1 o Backcross-1 
 
GF-A o -B: Grupo de fusibilidad-A o -B 
 
2D-DIGE: Electroforesis bidimensional diferencial en gel de proteínas 
 
SDS-PAGE: Electroforesis desnaturalizante de proteínas en geles de poliacrilamida 
 
Cy: Marcador fluorescente de cianina, del inglés Cyanine Dyes 
 
MALDI-TOF/TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization-Time-Of-Flight/Time-Of-
Flight 
 




PGRP: Proteína de reconocimiento de peptidoglicano 
 
FREPs: Proteínas relacionadas con Fibrinógeno 
 
TSP-1 o TSR: Dominios de Trombospondina tipo-1 o repeticiones de Trombospondina 
 
















Los invertebrados coloniales y sésiles (esponjas, cnidarios, briozoos y ascidias) tienen 
la capacidad de distinguir entre los tejidos propios y aquellos de individuos de la 
misma especie, en donde encuentros entre colonias relacionadas resultan en fusión, 
mientras que encuentros entre colonias no relacionadas resultan en rechazo [1]. Este 
fenómeno de alorreconocimiento juega un papel fundamental en la competición 
intraespecífica por el espacio [2], y ha sido foco de interés de una amplia variedad de 
disciplinas, incluyendo la biología evolutiva [1], la genética de poblaciones [3] y la 
inmunología evolutiva [4]. 
 
A pesar de que el alorreconocimiento tiene una amplia distribución filogenética, sólo se 
ha estudiado a profundidad en el urocordado Botryllus schlosseri y en el cnidario 
Hydractinia symbiolongicarpus [2,5]. En B. schlosseri se ha establecido que el 
alorreconocimiento es controlado por un único locus (FuHC, por Fusion–
Histocompatibility), que contiene un conjunto de genes candidatos incluyendo fuhcsec, 
fuhctm [6,7], BHF [8], Hsp40-L [9], fester [10] y uncle fester [11]. La variabilidad de 
algunos de estos genes se correlaciona con los fenotipos de alorreconocimiento, de tal 
forma que colonias que comparten alelos se fusionan mientras que aquellas que no 
comparten alelos se rechazan. Por otro lado, en líneas endogámicas de H. 
symbiolongicarpus se ha determinado que el alorreconocimiento está controlado por 
dos loci ligados altamente polimórficos, alr1 y alr2 [12]. Estos dos loci codifican para 
receptores de membrana con dos y tres dominios de Inmunoglobulina [13,14]. En las 
líneas endogámicas a partir de las cuales se clonaron estos genes, se ha establecido 
que las colonias que comparten alelos de alr1 y alr2 se fusionan, mientras que las 
colonias que no comparten alelos se rechazan [2]. 
 
Sin embargo, en colonias silvestres de H. symbiolongicarpus la variación de alr1 y alr2 
no siempre predice los resultados de los encuentros de histocompatibilidad [13–15]. 
Por ejemplo, se ha observado que encuentros entre individuos silvestres con su 
progenie no resultan en fusión, o encuentros entre colonias no relacionadas que 
comparten alelos de alr1 y alr2 resultan en fenotipos atípicos [14,16,17]. Debido a 
estas incongruencias, en donde el modelo genético actual no es totalmente 
satisfactorio para interacciones entre colonias silvestres o entre éstas y su progenie, 
este trabajo plantea la hipótesis de que existen genes adicionales a alr1 y alr2 que 





La búsqueda de estos alodeterminantes adicionales se fundamentó en comparaciones 
de los proteomas de dos grupos de individuos derivados de un retrocruce de colonias 
silvestres. Los individuos de cada grupo se fusionan entre sí pero rechazan a cada uno 
de los individuos del otro grupo. Extractos de proteínas totales se realizaron en cada 
uno de los grupos y se compararon por electroforesis bidimensional diferencial en gel 
(2D-DIGE). Las proteínas diferencialmente expresadas entre los grupos se 
identificaron por espectrometría de masas en tandem (MALDI-TOF/TOF) y búsqueda 
en base de datos con el proteoma predicho de H. symbiolongicarpus. Mediante esta 
aproximación, se identificaron 8 potenciales alodeterminantes que contenían dominios 
característicos de proteínas de reconocimiento, como HSP70, Fibrinógeno o 
Trombospondina. La validación de estas proteínas como candidatos de moléculas de 
alorreconocimiento requiere establecer si su variación se correlaciona con los 

























OBJETIVO GENERAL  
 
Identificar posibles proteínas responsables del alorreconocimiento en el 




1. Generar una población de retrocruce en la que segreguen los fenotipos 
de alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus.  
  
2. Conformar grupos de fusibilidad con la población de retrocruce 
constituidos por individuos compatibles entre sí pero incompatibles con 
individuos de otros grupos. 
 
3. Observar las diferencias en el proteoma entre los grupos de fusibilidad 
de H. symbiolongicarpus mediante comparación de geles de 
poliacrilamida en dos dimensiones. 
 
4. Identificar las proteínas que se expresan diferencialmente entre los 
grupos de fusibilidad de H. symbiolongicarpus mediante espectrometría 













III. MARCO TEÓRICO 
 
1. BIOLOGÍA DE Hydractinia symbiolongicarpus 
 
H. symbiolongicarpus es un cnidario hidrozoario colonial y sésil que crece sobre las 
conchas de gasterópodos habitadas por los cangrejos ermitaños Pagurus longicarpus 
(Fig. 1A), y se distribuye en la costa noreste de Norteamérica [18,19]. H. 
symbiolongicarpus es una especie diploblástica (presenta endodermo y ectodermo) 
[20], constituida por tres tipos de tejidos: los pólipos, la mata estolonal y los estolones 








Figura 1. Morfología de H. symbiolongicarpus. A. Cangrejo ermitaño y su epibionte 
Hydractinia echinata (especie hermana de H. symbiolongicarpus) (Bernard Picton, 2008). B. 
Tipos de tejidos en H. symbiolongicarpus. Modificado de [1]. C. Tipos de pólipos en H. 
symbiolongicarpus. a. Gastrozoide, b. Gonozoide, c. Dactilozoide y d. Tentaculozoide. Tomado 
de [21]. 
 
1) Pólipos: Son estructuras tubulares cuyo ectodermo es continuo con el ectodermo de 
la mata estolonal y su endodermo es continuo con los canales gastrovasculares. 
Existen 4 tipos de pólipos que presentan diferencias tanto morfológicas como 
funcionales (Fig. 1C). Los gastrozoides son pólipos alimenticios y tienen una apertura 
oral rodeada por tentáculos que se encargan de atrapar la presa [21]. Los gonozoides 
son pólipos reproductivos y llevan en su cuerpo columnar sacos denominados 
gonóforos donde se desarrollan los gametos [21]. Los dactilozoides carecen de 
apertura oral o tentáculos y su función hipotética es atrapar huevos o larvas del 
cangrejo ermitaño para la alimentación de la colonia [22]. Por último, los 
tentaculozoides tienen una estructura similar a un único tentáculo de un gastrozoide y 






2) Mata estolonal: Es una estructura compuesta por dos capas epiteliales, de origen 
ectodermal, que cubren una red de canales endodérmicos denominada el sistema 
gastrovascular, a través del cual se transportan los nutrientes entre los pólipos de la 
colonia [1]. 
 
3) Estolones: Estas estructuras son canales que se extienden más allá de la mata 
estolonal y que se encuentran cubiertos por el peridermo (Exoesqueleto de quitina y 
proteína secretada por el ectodermo) [1,23]. Una de las funciones de los estolones es 
la de contribuir a través de su ramificación y fusión al crecimiento de la colonia sobre 
un sustrato [24].  
 
Se reconocen varios tipos celulares en H. symbiolongicarpus: las células intersticiales 
o células-i, las células epiteliales, las células nerviosas (células neurosensoras e 
interneuronas), los nematocitos, las células glandulares y las células germinales [25]. 
Las células-i son células madre pluripotentes que se encuentran entre los intersticios 
de los canales gastrovasculares de la mata estolonal [26] y poseen la capacidad de 
generar todos los otros tipos celulares [25]. Los nematocitos o células urticantes son 
células especializadas en predación y defensa, ya que poseen un organelo 
denominado el nematocisto compuesto por un túbulo que se evierte ante un estímulo y 
secreta toxinas importantes en la captura de la presa [27,28]. 
 
H. symbiolongicarpus es una especie dioica y su ciclo de vida comienza cuando las 
colonias adultas macho y hembra liberan los gametos (esperma y oocitos) a la 
columna de agua donde ocurre la fertilización (Fig. 2) [29]. El zigoto se desarrolla en 
una larva plánula al cabo de 3 días, la cual es cónica, ciliada y no presenta estructuras 
alimentarias [29,30]. Al cabo de 24 horas, la larva plánula se asienta en un sustrato 
duro y hace metamorfosis a un pólipo primario [31]. El pólipo primario desarrolla 
estolones que se ramifican y fusionan, a partir de los cuales se generan nuevos 
pólipos, conformándose al mismo tiempo la mata estolonal [29]. El crecimiento de la 
colonia se lleva a cabo mediante la extensión de la mata estolonal y los estolones 
hasta cubrir el sustrato, llegando al cabo de tres meses a su madurez sexual [24]. Los 
estímulos naturales que inducen el asentamiento y metamorfosis de la larva plánula 
incluyen productos no identificados de bacterias pertenecientes a los géneros 
Alteromonas y Pseudoalteromonas [31]. Existen también estímulos artificiales que 
inducen la metamorfosis de las larvas plánulas, como los cationes monovalentes (Litio, 
Potasio, Rubidio y Cesio), que actúan sobre las células neurosensoras excitables 








Figura 2. Ciclo de vida de H. symbiolongicarpus. Se observan en orden desde la parte 
inferior izquierda una colonia sobre un cangrejo ermitaño pagúrido; espermatozoides; oocitos; 
la fecundación; el desarrollo del zigoto; la larva plánula; el pólipo primario; dos colonias 




















2.1. Significado biológico del alorreconocimiento 
 
El alorreconocimiento es la capacidad de distinguir entre tejidos somáticos propios y 
aquellos de individuos de la misma especie [2]. El alorreconocimiento en invertebrados 
coloniales y sésiles se ha observado inequívocamente en esponjas [32–34], cnidarios 
[32,35–37], briozoos [32,38] y ascidias [39], y se evidencia como la fusión entre 
colonias genéticamente relacionadas o el rechazo entre colonias no relacionadas. 
 
La fusión entre colonias genera ventajas para la quimera resultante como el aumento 
en la diversidad genética y el tamaño de la colonia. Colonias de mayor tamaño tienen 
una más alta probabilidad de supervivencia y una reducción en el tiempo en que se 
alcanza la madurez reproductiva en comparación con colonias pequeñas [40], lo que 
las hace mejores competidoras por el espacio habitable [41]. Sin embargo, la fusión 
entre colonias conlleva el riesgo del establecimiento del parasitismo de la línea 
germinal. Este tipo de parasitismo se presenta como consecuencia de que estos 
animales tienen células pluripotentes móviles capaces de generar líneas celulares 
somáticas y germinales en cualquier momento de su ontogenia [25,42]. Ello hace que 
en una quimera se establezca una competencia entre las células pluripotentes de los 
individuos que la componen por generar una mayor proporción de células germinales, 
trayendo como consecuencia que un individuo generará una mayor proporción de 
células germinales utilizando los recursos del otro individuo, y estableciéndose así el 
parasitismo de la línea germinal [42]. Es por esto que los invertebrados coloniales y 
sésiles han evolucionado mecanismos de alorreconocimiento que evitan el riesgo de 
establecer el parasitismo de la línea germinal, limitando la fusión a individuos 
genéticamente relacionados, los cuales se benefician de las ventajas de establecer 










2.2. Bases moleculares del alorreconocimiento en B. schlosseri 
 
Las únicas especies de invertebrados donde se ha estudiado las bases moleculares 
del alorreconocimiento son la ascidia Botryllus schlosseri y H. symbiolongicarpus [2]. 
B. schlosseri es un urocordado de distribución mundial que crece sobre estructuras 
rocosas [5]. Las colonias de B. schlosseri están constituidas por individuos clonales 
denominados zooides, que se comunican a través de un sistema vascular y se 
encuentran cubiertos por una túnica común. Los zooides se generan 
permanentemente por gemación y el sistema vascular termina hacia la periferia de la 
colonia en unas estructuras ovales denominas ámpulas o ampollas donde se da el 
encuentro con colonias de la misma especie (Fig. 3) [5].  
 
 
Figura 3. Morfología y alorreconocimiento de B. schlosseri. A. Morfología de una colonia 
de B. schlosseri. Presenta los individuos clonales o zooides que se encuentran conectados a 
través de un sistema circulatorio que hacia la periferia de la colonia termina en unas 
estructurales ovales, las ámpulas. B. Fenotipos de alorreconocimiento en B. schlosseri. En la 
zona de contacto entre la colonia a y las colonias b1 y b2 (flechas rojas), se observa que no 
existe comunicación entre las colonias y además unas regiones de melanización, denominadas 
los puntos de rechazo (PORs), lo cual caracteriza el fenotipo de rechazo. De otro lado, en la 
zona de contacto entre las colonias b1 y b2 (flecha negra), se observa a las ámpulas 
fusionándose y además la comunicación de las colonias a través de vasos sanguíneos, lo cual 
caracteriza el fenotipo de fusión. Tomado de [5]. 
 
La fusión entre colonias de B. schlosseri se caracteriza por el establecimiento de una 
continuidad vascular entre las colonias a partir de la interacción entre las ámpulas. Por 
otra parte, el rechazo se caracteriza por el desarrollo de un proceso inflamatorio que 
se inicia con la migración de células especializadas hacia las ámpulas, las cuales se 
denominan células mórula. Estas células atraviesan el epitelio de las ámpulas, se 
degranulan, y activan la cascada de la Profenoloxidasa (PO), la cual genera puntos de 
melanización, denominados puntos de rechazo (PORs), que impiden la comunicación 





Este fenómeno de alorreconocimiento está controlado por un locus denominado FuHC 
(por Fusion–Histocompatibility), en donde se encuentran dos genes ligados, fuhcsec y 
fuhctm, denominados así porque uno codifica una proteína secretada y el otro codifica 
una proteína transmembranal (Fig. 4) [6,7]. La proteína secretada (FUHCsec) posee un 
péptido señal y dos dominios del Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), mientras 
que la proteína transmembranal (FUHCtm) presenta un péptido señal, tres dominios de 
Inmunoglobulina (Ig), un dominio transmembrana y una región citoplasmática [7]. 
Estos dos genes son altamente polimórficos (por ejemplo, al secuenciar 77 individuos 
se han encontrado un total de 42 alelos del gen FUHCsec) y su variabilidad se 
correlaciona con los fenotipos de alorreconocimiento, de tal forma que si dos colonias 
comparten alelos se fusionan, pero si no comparten alelos se rechazan [7,44]. Además 
de estos dos genes, recientemente se ha aislado un nuevo gen candidato denominado 
BHF (por Botryllus Histocompatibility Factor) que se encuentra a 62 Kbp corriente 
arriba de los genes fuhc, y codifica una proteína que no presenta péptido señal o algún 
dominio conocido. La variación de este gen también se correlaciona con los fenotipos 
de alorreconocimiento con un menor porcentaje de error en comparación con los 











Figura 4. Moléculas relacionadas con el alorreconocimiento en B. schlosseri. Se observa, 




, Fester, Uncle fester y Hsp40-L. La 
molécula BHF no es presentada, debido a que no posee dominios reconocibles. La estructura 
de dominios de las proteínas Fester y Uncle fester es idéntica. Esquemas tomados de [39].  
 
 
Adicionalmente, se han aislado y caracterizado otros genes asociados con el locus 




compuesto por un péptido señal, un dominio extracelular SCR (Short Consensus 
Repeat) o Sushi, y tres dominios transmembrana (Fig. 4). Este gen es polimórfico 
aunque su variabilidad no se correlaciona con los fenotipos de alorreconocimiento 
[5,10]. Se ha propuesto que Fester reconoce a las proteínas FuHc, y que junto con una 
molécula relacionada, Uncle fester, participan en la vía de señalización que conlleva al 
rechazo [5,10,11]. Por otro lado, se ha aislado un gen adicional denominado Hsp40-
like (Hsp40-L), que pertenece a la familia HSP40, las cuales son proteínas que 
funcionan como co-chaperonas de HSP70. La proteína Hsp40-L está compuesta por 
un dominio J (DnaJ), dos dominios de dedos de zinc (ZnF) y un región rica en los 
aminoácidos glicina y fenilalanina (Fig. 4) [9,39]. Esta proteína es polimórfica y se 
expresa en las ámpulas, por lo cual se ha planteado que participa en el fenómeno de 



























2.3. Bases moleculares del alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus 
2.3.1. Fenotipos de alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus 
 
El fenómeno de alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus presenta tres fenotipos: 
Fusión, rechazo y fusión transitoria. La fusión se caracteriza por la disolución del 
peridermo de la zona de interacción entre las colonias y el subsecuente 
establecimiento de un sistema gastrovascular común, lo cual ocurre dentro de las 4 
horas siguientes al contacto (Fig. 5). El rechazo se caracteriza por la ausencia de 
continuidad entre los sistemas gastrovasculares de las colonias (Fig. 5) y puede ser de 
dos tipos dependiendo de la morfología de las colonias. Cuando el rechazo ocurre 
entre colonias con predominio de mata estolonal se secreta una banda fibrosa que 
impide la comunicación de los sistemas gastrovasculares de las colonias, y se 
considera un rechazo pasivo (Fig. 5). Cuando el rechazo involucra colonias con 
predominio de estolones, dichas estructuras se hacen hiperplásticas debido a la 
migración masiva de nematocitos, y se levantan del sustrato dirigiéndose hacia la 
colonia opuesta, donde descargan sus nematocitos. Este tipo de rechazo se considera 








Figura 5. Fenotipos de alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus. A la izquierda, se 
observa una fusión entre dos colonias, en el centro se observa un rechazo pasivo y a la 
derecha se observa un rechazo agresivo [45]. 
 
 
La fusión transitoria se caracteriza porque las colonias en un comienzo se fusionan y 
luego se rechazan (Fig. 6). Este fenotipo es en realidad una colección de fenómenos 
que se divide en dos categorías. La fusión transitoria tipo I se caracteriza porque las 
colonias en un comienzo se fusionan, siendo en este punto el fenotipo indistinguible de 
una fusión típica, pero luego de 1 a 3 días aparece una banda fibrosa que se 
desarrolla hasta culminar, 24 horas después, con la oclusión del sistema 
gastrovascular común entre las colonias y la separación de las mismas. En este punto 




similar en un comienzo a la fusión transitoria tipo I, pero a diferencia de ésta las 
colonias sufren un proceso iterativo de fusión y separación en la zona de contacto que 
puede mantenerse de manera indefinida [46].  
 
 
Figura 6. Fusión transitoria de colonias de H. symbiolongicarpus. Obsérvese que el 
fenotipo inicial es la fusión, luego comienza a desarrollarse un tejido que involucra procesos 
similares a la inflamación, para concluir en un rechazo [12]. 
 
La transición de fusión a rechazo en la fusión transitoria involucra autofagia y necrosis 
como mecanismos de muerte celular, sin participación de la apoptosis. 
Específicamente, la separación de las colonias en la fusión transitoria comienza luego 
de 46.3±24.6 horas después del contacto, tiempo que puede ser extendido o reducido 
dependiendo de la presencia de inhibidores o activadores de la autofagia o necrosis, 
respectivamente. Sumado de ello, las células ectodérmicas y endodérmicas de la zona 
de contacto entre las colonias sufren una serie de modificaciones morfológicas, como 
la separación del glicocálix, la pérdida de la membrana celular y la formación de una 
alta densidad de vacuolas, fagóforos, autofagosomas y autofagolisosomas, estos 
últimos organelos propios de la autofagia. Entre otros cambios morfológicos está la 
separación de las células ectodérmicas de la mesoglea y una alta presencia de células 











2.3.2. Genética del alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus 
 
En H. symbiolongicarpus a partir de los patrones de segregación de los fenotipos de 
alorreconocimiento en una línea congénica (derivada del cruce entre dos líneas 
endogámicas), se ha establecido que el control genético del alorreconocimiento es 
llevado a cabo por dos loci ligados y de expresión codominante, denominados alr1 y 
alr2. Si dos colonias comparten al menos un alelo en cada uno de los dos loci se 
fusionan, si no comparten ningún alelo en los dos loci se rechazan, y si comparten al 
menos un alelo en sólo uno de los dos loci la interacción resulta en fusión transitoria 
[1]. Adicionalmente, cuando se comparte el alelo en alr2, ocurre la fusión transitoria 
tipo I, mientras que cuando se comparte el alelo en alr1, ocurre la fusión transitoria tipo 
II [46]. Estas reglas de fusibilidad basadas en los loci alr1 y alr2, constituyen el actual 
modelo genético del control del alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus, el cual 
explica los encuentros entre las colonias de las líneas endogámicas y la línea 
congénica de esta especie [12], y también los encuentros de animales silvestres 
[13,14]. 
 
Sin embargo, existe evidencia que indica que este modelo genético de dos loci no 
predice la totalidad de los fenotipos de alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus. 
Por ejemplo, Ivker (1972) encontró que parentales y progenie se pueden rechazar, 
aunque lo hacen en forma pasiva en lugar que de forma agresiva [16]. Adicionalmente, 
Shenk y Buss (1991) encontraron que el 84% de la progenie realizaba fusión 
transitoria con al menos uno de los parentales y sólo el 16% de la progenie realizaba 
fusión con los parentales [17]. Esta evidencia no está en concordancia con el modelo 
de dos loci que predice que los parentales se fusionan con todos los individuos de su 
progenie, debido a que comparten entre sí al menos un haplotipo de alr1 y alr2. Por 
otro lado, Rosa y sus colaboradores (2010) mostraron que aunque el modelo de dos 
loci y sus reglas de fusibilidad predicen un conjunto de encuentros entre las líneas 
endogámicas y los individuos silvestres, y entre los individuos silvestres, existen casos 
en estos tipos de encuentros donde el modelo no predice el fenotipo observado [14]. 
Respecto a ello, Grosberg y sus colaboradores (1996) construyeron nueve matrices de 
fusibilidad entre hermanos y dos matrices de fusibilidad entre medios hermanos por 
parte de la madre, y a partir de allí derivaron un modelo genético diferente compuesto 






Este conjunto de evidencias soporta la idea de que el actual modelo genético del 
control del alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus no predice la totalidad de los 
fenotipos de fusibilidad en esta especie. Entre las razones que se han postulado por 
las cuales este modelo genético no es totalmente predictivo, se encuentra la existencia 
de loci adicionales que aún no han sido aislados y que junto a alr1 y alr2 se sumarían 
al control genético del alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus [12]. 
 
2.3.3. Genes que controlan el alorreconocimiento en H. 
symbiolongicarpus 
 
La región cromosómica donde se localizan los loci alr1 y alr2 (ARC, Allorecognition 
complex [12]) se ha secuenciado parcialmente [2] y se han caracterizado dos genes 
altamente polimórficos denominados, consecuentemente, alr1 y alr2 [13,14]. El gen 
alr1 codifica una proteína de aproximadamente 537 aminoácidos, constituida por un 
péptido señal, dos dominios similares a Inmunoglobulina (el primero perteneciente al 
tipo V -variable- y el segundo al tipo I -de variabilidad intermedia), un dominio 
transmembrana y una región citoplasmática. La región citoplasmática presenta los 
motivos SH2 (región 2 homóloga a Src), SH3 (región 3 homóloga a Src), e ITAM-like 
(motivo activador basado en tirosina de receptor inmune), cuyo patrón es Y-x-I-x10-Y-
xx-I, donde x es cualquier aminoácido (Fig. 7) [14]. Estos motivos se encuentran en 
una variedad de receptores del sistema inmune de vertebrados, incluyendo los 
receptores de las células T y B, y participan en la activación de la señalización 
intracelular [2]. El gen alr2 codifica una proteína de aproximadamente 672 
aminoácidos, compuesta por un péptido señal, tres dominios de Inmunoglobulina (el 
primero de tipo V e hipervariable, y los dos últimos de tipo I), un dominio 
transmembrana y un dominio citoplasmático. Este dominio intracelular presenta los 
motivos de fosforilación: tirosin kinasa, protein kinasa C, y casein kinasa II, y además 
un motivo de endocitosis y un motivo ITIM-like (motivo inhibitorio basado en tirosina de 
receptor inmune), cuyo patrón es N-x-Y-xx-V (Fig. 7) [13]. Estos genes están sujetos a 
selección natural diversificadora, alr1 a lo largo de la región extracelular, mientras que 







Figura 7. Estructura de las proteínas alr1 y alr2 de H. symbiolongicarpus.  Se muestra el 
péptido señal (SP); dominios I, II y III, que representan dominios de inmunoglobulina; y dominio 
transmembrana (TM). En las regiones citoplasmáticas se representan los motivos identificados: 
SH2, SH3, ITAM-like e ITIM-like. Además dentro de los rectángulos se enmarcan las regiones 
variables de las moléculas. Tomado de [2]. 
 
A nivel genómico, el gen alr1 está flaqueado por una región de 700kb que contiene al 
menos 9 genes (Fig. 8). Estos genes codifican proteínas similares a alr1, con dos 
dominios de inmunoglobulina-like, el primero del tipo V y el segundo del tipo I. 
Además, se ha encontrado que comparando los dominios extracelulares de estas 
proteínas algunos alelos de alr1 son más similares a los genes flanqueantes que a los 
otros alelos de alr1, indicando que estos genes pueden realizar recombinación no 
homóloga entre sí [14]. En la región genómica del gen alr2, se han identificado dos 
pseudogenes, ubicados alrededor de 50 Kbp corriente arriba de este gen (Fig. 8). 
Estos pseudogenes tienen regiones con más del 50% de identidad en los 5 primeros 
exones del gen alr2 [13]. 
 
 
Figura 8. Complejo de alorreconocimiento (ARC) de H. symbiolongicarpus. Se observa las 
regiones genómicas donde se encuentran localizados los genes alr1 y alr2. En la región de 
alr1, además de este gen se encuentran los genes alr1-like denominados con las letras de la A 
a la G, y los números 1 y 7. En la región de alr2, además de este gen se observan dos 
pseudogenes, denominados 1 y 2. Los rectángulos negros representan dominios de 
Inmunoglobulina (Ig) hipervariables, mientras los rectángulos blancos representan dominios de 
Ig con una menor variabilidad. Modificado de [2]. 
 
La variabilidad de alr1 y alr2 se correlaciona estrechamente con los fenotipos de 
alorreconocimiento entre los individuos de las líneas endogámicas y en la mayoría de 
los casos entre colonias silvestres [12]. Sin embargo, se han encontrado casos donde 
dos individuos que comparten un alelo en cada uno de los dos loci realizan fusión 
transitoria, pese a que se espera fusión. Adicionalmente, en otros casos dos individuos 
que comparten un alelo en sólo uno de los dos loci se rechazan, pese a que se espera 





Por último, en un estudio adicional se determinó que los posibles loci adicionales a alr1 
y alr2 no se encuentran fuera de la región del ARC que controla el alorreconocimiento 
en H. symbiolongicarpus. Sin embargo, la aproximación de este estudio sólo evaluó a 
loci dominantes, codominantes o con dominancia incompleta, y no descartó la 
posibilidad de que loci recesivos o loci que actúen de manera dosis dependiente se 
encuentren fuera del ARC. Sumado a ello, se encontró que la distancia genética entre 
los marcadores ligados a los loci alr1 y alr2 es diferente en genotipos derivados de 
animales silvestres comparada con la distancia genética que fue establecida con las 
líneas endogámicas, lo que indica que existe una posible variación estructural dentro 
del ARC [48]. 
 
Debido al conjunto de evidencias que muestran que los loci alr1 y alr2 no explican la 
totalidad de los fenotipos de alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus, en este 
trabajo se propone la existencia de loci adicionales que contribuyen al control de este 
fenómeno en H. symbiolongicarpus. Para aislar estos loci adicionales, se comparó los 
proteomas de dos grupos de individuos relacionados pero que se rechazaban entre sí, 
y con ello se postuló un conjunto de proteínas de reconocimiento que son candidatas 
























1. Establecimiento y mantenimiento del cultivo de H. symbiolongicarpus 
 
Se colectaron colonias de H. symbiolongicarpus en Woods Hole (MA, USA), en 
Septiembre del 2009 y 2010 (Debido a que esta especie tiene una distribución 
restringida a Norteamérica, no fueron necesarios los Permisos de Investigación y de 
Colecta). Fragmentos de colonias que crecían sobre las conchas de los cangrejos 
ermitaños se cortaron con escarpelo y se explantaron a láminas de vidrio de 
microscopio asegurándolas con un caucho. A cada lámina se le asignó un código que 
consistió del nombre HWB (Hydractinia-Woods Hole-Bogotá), y dos números, el 
primero que indica el individuo correspondiente y el segundo un consecutivo que 
indica el número de clones de la colonia. Las láminas se ordenaron en portaláminas, y 
se mantuvieron en acuarios de 40 L con agua marina artificial (Instant Ocean), a una 
densidad relativa de 1.022 y a temperatura ambiente. Semanalmente se reemplazó de 
cada acuario el 20% del volumen del agua. Las colonias se alimentaron con nauplios 
de Artemia salina, de dos días de edad (INVE), tres veces por semana. 
 
2. Obtención de la población de retrocruce de H. symbiolongicarpus 
 
Para la obtención de la población retrocruce de H. symbiolongicarpus se cruzaron los 
individuos silvestres HWB29 (macho) y HWB53 (hembra) siguiendo los protocolos 
descritos en [49]. Las larvas plánulas se indujeron a metamorfosis por incubación en 
una solución de CsCl 53mM durante 3h, después de lo cual fueron asentadas sobre 
láminas de vidrio de microscopio para completar la metamorfosis. Los pólipos 
primarios generados se alimentaron y mantuvieron en las mismas condiciones que los 
individuos silvestres. Una hembra de la generación F1 (F1-8) y su parental silvestre 
HWB29 se cruzaron para obtener la población de retrocruce. Los individuos generados 
mediante este retrocruce se mantuvieron bajo las mismas condiciones que los 
individuos silvestres y la generación F1. 
 
3. Construcción de los grupos de fusibilidad de H. symbiolongicarpus 
 
La construcción de los grupos de fusibilidad tuvo como finalidad homogenizar la 
variabilidad que pudiera provenir de los genes no relacionados con el 




genética más cercana que hermanos, porque su padre era a la vez su abuelo, relación 
genética que fue cuantificada a través del cálculo del coeficiente de consanguinidad 
[50]. Por lo tanto, este esquema de cruzamiento tenía como consecuencia que los 
grupos de fusibilidad compartieran entre sí una alta cantidad de información genética. 
Sin embargo, como estos grupos se rechazaban entre sí, se esperaba que las 
diferencias genéticas encontradas explicaran la histoincompatibilidad. 
 
Para el establecimiento de los grupos de fusibilidad se realizaron los ensayos de 
fusibilidad tipo colonia entre los individuos del retrocruce. Este tipo de ensayo consiste 
en fijar a láminas de vidrio de microscopio fragmentos de colonia de los individuos a 
evaluar, a una distancia de alrededor de 0.5cm, y una vez se establezca contacto 
entre los individuos se realiza la observación del fenotipo de alorreconocimiento 
durante al menos 2 semanas. Las colonias evaluadas se distribuyeron en dos grupos, 
en donde cada grupo estaba compuesto por colonias que se fusionaban entre sí, pero 
rechazaban a todas las colonias del otro grupo. Además, cada colonia de la población 
de retrocruce se evaluó con sus parentales. 
 
4. Comparación de los grupos de fusibilidad de H. symbiolongicarpus 
mediante electroforesis bidimensional diferencial en gel (DIGE) 
 
Los grupos de fusibilidad de la población de retrocruce de H. symbiolongicarpus se 
compararon mediante electroforesis bidimensional diferencial en gel de proteínas (2D-
DIGE) [51]. Para ello se realizó la extracción de las proteínas totales de los individuos 
en conjunto de cada grupo de fusibilidad, mediante la homogenización de 1,5g de 
tejido (300mg por individuo) en buffer de lisis (30mM Tris-HCl pH 8.8, 7M Urea, 2M 
Tiourea, 4% (w/v) CHAPS y 1X de cocktail inhibidor de proteasas (Roche)) en hielo. 
Posteriormente, se centrifugó a 13000 rpm por 15 min a 4°C. A partir del sobrenadante 
se realizó una purificación y precipitación de las proteínas mediante los protocolos de 
fenol [52] y acetona/metanol [53], respectivamente. La integridad de las proteínas fue 
verificada a través de electroforesis desnaturalizante de proteínas en geles de 
poliacrilamida (SDS-PAGE), tiñendo con azul de Coomassie. 
 
Los extractos de proteínas de ambos grupos se compararon por electroforesis 
bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE), a través del servicio de proteómica de 
Applied Biomics (Hayward, CA, USA). Los extractos de cada grupo de fusibilidad (30 




para un grupo (A) y Cy5 (rojo) para el otro (B). Las dos muestras marcadas se 
mezclaron y solubilizaron en 8 M Urea, 4% CHAPS, 20 mg/ml DTT, 2% anfolitos y azul 
de bromofenol para posteriormente ser separadas en tiras de gradiente de pH 
inmovilizado (pH 3-10, rango linear, 18 cm) según las especificaciones del fabricante 
(GE Healthcare). Posteriormente, las tiras fueron equilibradas y transferidas a un gel 
de SDS-PAGE al 12%, para correr la segunda dimensión, en triplicado. Los geles 
obtenidos fueron escaneados con el escáner Typhoon TRIO (GE Healthcare) y las 
imágenes fueron analizadas con el software ImageQuant TL (GE Healthcare). Por 
último, se cuantificó la expresión diferencial entre las dos muestras con el software 
DeCyder 2D™ versión 6.5 (GE Healthcare) que determina la proporción del volumen 
(intensidad de píxeles) del spot en la comparación pareada de los grupos de 
fusibilidad. 
 
5. Identificación de las proteínas con expresión diferencial mediante 
espectrometría de masas en tandem 
 
La identificación de las proteínas con expresión diferencial entre los grupos de 
fusibilidad se realizó mediante espectrometría de masas en tandem, a través del 
servicio de proteómica de Applied Biomics (Hayward, CA, USA). Los spots que 
mostraron una mayor expresión diferencial entre los grupos de fusibilidad de A y B, se 
picaron de los geles de 2D-DIGE con el Ettan Spot Picker (GE Healthcare). Luego, 
cada spot seleccionado fue sujeto a digestión con tripsina según el protocolo descrito 
en [54], obteniéndose para cada spot una mezcla de péptidos. Los péptidos de cada 
spot fueron sometidos a espectrometría de masas en tandem, MALDI-TOF/TOF [55], 
utilizando el equipo 4700 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems).  
 
Para cada uno de los spots seleccionados se obtuvieron los espectros de MALDI-
TOF/TOF, en formato T2D (formato de Applied Biosystems). Estos espectros fueron 
visualizados y obtenida su respectiva lista de picos, en formato MGF (Mascot Generic 
File), con el software Mascot Distiller (Matrix Science). Posteriormente se realizó la 
identificación de las proteínas a partir de los espectros de cada spot mediante la 
aproximación de búsqueda en base de datos, utilizando el software X! Tandem [56]. 
En esta aproximación, los espectros adquiridos por MALDI-TOF/TOF fueron 
comparados con los espectros modelados a partir de los péptidos posibles generados 
desde el proteoma predicho de H. symbiolongicarpus. Este proteoma proviene de la 




mediante Illumina (Zárate-Potes, et al. Datos no publicados). Luego, mediante la 
comparación de los espectros experimentales y teóricos se determina que picos 
coinciden, y después ello se cuantifica mediante el “Hyperscore”. Esta medida suma 
las intensidades de los picos similares entre los espectros experimentales y teóricos, y 
las multiplican por el N factorial del número total de iones b y y asignados. A partir de 
ello, para cada espectro experimental existe un conjunto de péptidos candidatos con 
diferentes valores de Hyperscore, siendo el péptido con el mayor valor de Hyperscore 
el que se asigna al espectro experimental. La significancia de este match se expresa 
mediante el valor de E-value, que indica la probabilidad de que el espectro 
experimental hubiera hecho match con el péptido asignado por azar [57]. Para la 
visualización resumida de los resultados fue utilizado el software XTandem Parser 
[58]. 
 
Por último, para analizar las proteínas identificadas se realizó la anotación de estas 
secuencias mediante BLASTp [59] utilizando la base de datos de proteínas no 
redundantes del NCBI, y además mediante la determinación de la arquitectura de 
dominios con el software InterProScan [60,61]. Para las proteínas candidatas de 
alorreconocimiento se realizó BLASTp frente a dos proteomas de H. 
symbiolongicarpus provenientes de individuos diferentes, incluido el utilizado en la 
identificación de las proteínas (Zárate-Potes, et al., Contreras, et al. Datos no 
publicados) [59]. Además, para estas proteínas se realizaron análisis filogenéticos 
mediante Neighbour joining con el software Mega5 [62], determinación de dominios 
transmembrana con los software HMMTOP [63] y SOSUI [64], y análisis de 



















1. Generación de la población de retrocruce 
1.1. Generación y fenotipificación de la población F1 
 
El cruce entre los individuos silvestres de H. symbiolongicarpus HWB29 (macho) y 
HWB53 (hembra), que se rechazaban entre sí, generó una población F1 conformada 
por 3 machos y 3 hembras (Fig. 9). Los resultados de los ensayos de fusibilidad entre 
los individuos parentales y la población F1 se consignan en la Tabla 1, y muestran que 
frente al padre HWB29, cuatro de sus hijos presentaron fusión transitoria y dos hijos 
presentaron fusión, mientras que frente a la madre HWB53 uno de sus hijos presentó 
fusión, tres hijos presentaron fusión transitoria y dos hijos presentaron rechazo. El 
modelo estándar de alorreconocimiento con dos loci ligados predice que todos los 
hijos se deben fusionar a sus padres, debido a que comparten al menos un alelo en 
cada uno de los dos loci alr1 y alr2 [12]. 
  
 
Figura 9. Genealogía de la generación F1 de H. symbiolongicarpus. Los individuos 
silvestres están marcados como HWB y la generación F1 con su identificador respectivo. Los 
individuos macho están representados en cuadrados y los individuos hembra en óvalos. 
 
 
Tabla 1. Ensayos de fusibilidad entre los individuos parentales y la generación F1 
ID HWB29 HWB53 
F1-2 FT FT 
F1-4 FT FT 
F1-8 FT R 
F1-9 FT F 
F1-11 F R 
F1-14 F FT 
F: Fusión. R: Rechazo. FT: Fusión transitoria. 








Subsecuentemente se realizaron ensayos de fusibilidad entre los individuos de la 
generación F1 (Tabla 2). El modelo estándar de alorreconocimiento predice que entre 
hermanos un 66% de los ensayos de fusibilidad se resuelven en fusión, un 33% se 
resuelven en rechazo y un 1% en fusión transitoria, teniendo encuenta que puede 
presentarse recombinación entre los loci alr1 y alr2 (proporción de Fusión:Rechazo de 
2:1) [12]. Sin embargo, se encontró que un 50% de los ensayos entre individuos de la 
generación F1 se resolvió en fusión, un 21% en rechazo y un 29% en fusión 
transitoria, lo cual muestra una diferencia significativa con respecto a lo esperado bajo 
el modelo de dos loci (Tabla 3). Por ejemplo, se esperaba que un 1% de los 
encuentros se resolviera en fusión transitoria, pero se encontró que un 29% se resolvió 
en este fenotipo, indicando que existe un exceso de este fenotipo a expensas de la 
fusión y el rechazo. Por ende, el modelo de dos loci y sus reglas de fusibilidad no 
predicen los resultados de los ensayos de fusibilidad entre los individuos de la 
generación F1. 
 
Tabla 2. Ensayos de fusibilidad entre los individuos de la generación F1 
F1-2 F1-4 F1-8 F1-9 F1-11 F1-14 




F1-4 FT F F F 
 
F1-8 FT F FT 
 






 No se realizó, porque el individuo F1-2 murió. 
F: Fusión. R: Rechazo. FT: Fusión transitoria. 





Tabla 3. Fenotipos de fusibilidad observados y esperados en la generación F1 
  Observado Esperado   
Fenotipo N % N % p-value (χ2-test) 
Fusión 7 50 9 66 
7,8E-23 Rechazo 3 21 5 33 








1.2. Generación y fenotipificación de la población de retrocruce 
 
Se realizó un retrocruce entre el parental macho HWB29 y su hija F1-8, para generar 
la población de retrocruce 1 (BC-1, backcross-1). Esta población se compuso de 36 
individuos, de los cuales 21 fueron machos, 7 fueron hembras y 8 fueron individuos a 
los cuales no fue posible determinarles su sexo, debido a que no desarrollaron sus 
pólipos reproductivos (gonozoides) (Anexo 1). Los resultados de los ensayos de 
fusibilidad entre los individuos de la población BC-1 y sus parentales HWB29, HWB53 
y F1-8 se muestran en la Tabla 4. La población BC-1 frente al parental HWB29 
presentó 43% de fusiones, 22% de rechazos y 35% de fusiones transitorias, mientras 
que frente al parental F1-8 se presentó 67% de fusiones, 4% de rechazos y 29% de 
fusiones transitorias (Tabla 5). El modelo estándar de dos loci predice que todos los 
individuos de la población BC-1 se fusionan con sus parentales HWB29 y F1-8, dado 
que comparten al menos un haplotipo de alr1 y alr2. Aunque la fusión fue el fenotipo 
más frecuente de los parentales HWB29 y F1-8 frente la población BC-1, 43% y 67% 
respectivamente, también se presentó fusión transitoria y rechazo, lo cual contradice 
las expectativas del modelo estándar (Tabla 4 y 5). 
 
Los ensayos de fusibilidad entre la parental HWB53 y la población BC-1 presentaron 
un 16.7% de fusiones, un 66.6% de rechazos y un 16.7% de fusiones transitorias 
(Tabla 4 y 5). En este caso, se esperaba que el 50% de la población BC-1 presentara 
fusión y el otro 50% presentara rechazo, asumiendo que no ocurría recombinación 
entre los loci alr1 y alr2. 
 
Una vez se realizaron los ensayos de fusibilidad de la población BC-1 con los 
parentales, se determinó el fenotipo de fusibilidad entre individuos de la población BC-
1 (Tabla 6). Para este análisis se realizó un total de 215 ensayos de fusibilidad, de los 
cuales 89 (41.4%) se resolvieron en fusión, 95 (44.2%) en rechazo y 31 (14.4%) en 
fusión transitoria. De acuerdo al modelo de dos loci para este tipo de ensayos de 















Tabla 4. Ensayos de fusibilidad de los individuos HWB29, HWB53 y F1-8 frente a la 
población BC-1 
Individuo HWB 29 HWB 53 F1-8 
BC1-24 F R F 
BC1-25 F R F 
BC1-43 F R F 
BC1-50 F R F 
BC1-53 F R F 
BC1-15 F R FT 
BC1-31 F R FT 
BC1-41 FT F F 
BC1-26 FT FT F 
BC1-38 FT FT F 
BC1-59 FT FT F 
BC1-3 FT R F 
BC1-9 FT R F 
BC1-51 FT R F 
BC1-23 R F FT 
BC1-40 R F FT 
BC1-5 R R FT 
BC1-7 F R - 
BC1-11 R FT - 
BC1-22 FT R - 
BC1-29 F R - 
BC1-33 F R - 
BC1-36 R F - 
BC1-44 R/FT R - 
F: Fusión. R: Rechazo. FT: Fusión transitoria. 
Color: Indica los individuos que presentan el mismo perfil de fusibilidad 
 
 
Tabla 5. Resumen de la fusibilidad de la población BC-1 frente a los individuos HWB29, 
HWB53 y F1-8 
 HWB29 HWB53 F1-8 
 Observado Esperado Observado Esperado Observado Esperado 
Fenotipo N % N % N % N % N % N % 
Fusión 10 43 23 100 4 16,7 12 50 16 67 24 100 
Rechazo 5 22 0 0 16 66,6 12 50 1 4 0 0 










En conclusión, el modelo estándar de dos loci en donde colonias que comparten al 
menos un haplotipo de alr se fusionan, si no comparten alelos se rechazan y si 
comparten únicamente un alelo hacen fusión transitoria, no predice los resultados de 
los ensayos de fusibilidad de la generación F1 y la población BC-1. Es entonces 
necesario considerar un nuevo modelo que incluya loci adicionales a alr1 y alr2, que 
permita darle explicación a la totalidad de los fenotipos de H. symbiolongicarpus. Para 
identificar estas moléculas adicionales se llevó a cabo una aproximación proteómica 
comparando el proteoma de individuos incompatibles derivados de la población BC-1. 
Para esto se construyeron dos grupos de fusibilidad o histocompatibilidad (A y B) 
derivados de la población BC-1, en donde miembros de un grupo se fusionan entre sí, 
pero rechazan a todos los individuos del otro grupo de fusibilidad. Esta estrategia de 
agrupamiento permitió disminuir la variación que no es relevante en 
alorreconocimiento y enfocarse en diferencias asociadas al fenómeno. El grupo de 
fusibilidad A fue conformado por los individuos BC1-15, -23, -36, -40 y -70, mientras el 
grupo de fusibilidad B fue conformado por los individuos BC1-3, -9, -22, -50 y -53 
(Tabla 6). El coeficiente de consanguinidad (F) para este retrocruce es del 25% (Anexo 
















Tabla 6. Ensayos de fusibilidad de la población BC-1 
Individuos de la población BC-1 
15 23 36 40 70 3 9 22 50 53 43 5 7 11 24 25 26 29 31 33 38 41 44 51 56 59 61 62 64 66 67 68 71 
15 F F F F R R R R R F FT F F R R FT F FT F FT FT F R F F F F F F F F FT 
 23 F F F R R R R R F   FT FT       R       F F R   R F         R   
  36 F F R R R R R F   FT F       R       FT F R   F F         R   
   40 F R R R R R F   R R       R       FT F R   R F             
    70 R R R R R F     R                   R   FT F         R   
     3 F F F F F FT R R FT F F R FT FT FT FT R F R F R R R F F F F 
      9 F F F F FT R R F FT F R F FT F F R F   F R         F   
       22 F F F   R R       R       R R F   F R         F   
        50 F FT   R R       R       R R F   F R         F   
         53 FT   R R       R       R R F   FT R         F   
          43   F R                   F   F F             
           5 R R                                       
            7 R F R R FT F F FT R FT R   FT               
             11 R R FT R R R FT R F R   F R         F   
              24                                     
               25                                   
                26                                 
                 29       R F R                   
                  31                             
                   33                           
                    38                         
                     41 R R                   
                      44 R                   
                       51   F               
                        56                 
                         59 FT         F   
                          61         F   
                           62           
                            64         
                             66       
                              67     
                               68   
                                71 
 
Individuos de color verde: Grupo de fusibilidad A.  
Individuos de color azul: Grupo de fusibilidad B. 
Fusión: F. Rechazo: R. Fusión transitoria: FT.  
 
 
Tabla 7. Fenotipos observados y esperados en los ensayos de fusibilidad de la población 
BC-1 
  Observado Esperado 
Fenotipo N % N % 
Fusión 89 41,4 179 83 
Rechazo 95 44,2 36 17 













































2. Electroforesis bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE) de los 
grupos de fusibilidad de H. symbiolongicarpus 
 
Una vez se construyeron los grupos de fusibilidad A y B, estos se compararon a través 
de electroforesis bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE). Para ello, se realizó la 
extracción de proteínas de cada grupo de fusibilidad homogenizando simultáneamente 
los tejidos de los individuos de cada grupo. La purificación y precipitación de las 
proteínas de cada grupo se llevó a cabo a través de los protocolos de fenol [52] y 
acetona/metanol [53], respectivamente (Fig. 10). 
 
 
Figura 10. Extracción de proteínas de los grupos de fusibilidad de H. symbiolongicarpus. 
La extracción de proteínas que se observa corresponde a proteínas purificadas. Los grupos de 
fusibilidad son: A y B. Para cada grupo de fusibilidad se observa el extracto de proteínas en 
diferentes diluciones: No dilución o ND (5uL de muestra), 1:1 (2,5uL de muestra), 1:3 (1,25uL 
de muestra) y 1:9 (0,5uL de muestra). M: Marcador de peso. Los valores del marcador se 
expresan en KDa. El gel corresponde a un SDS-PAGE al 12%. 
 
Las proteínas totales de cada grupo de fusibilidad fueron marcadas con un 
fluorocromo, el grupo de fusibilidad A con Cy3 (verde) y el grupo de fusibilidad B con 
Cy5 (rojo). Las proteínas de los dos grupos fueron comparadas por medio de 
electroforesis 2D-DIGE por triplicado (Fig. 11 y Anexo 3). En total se encontraron 96 



























































































Figura 11. Comparación de los grupos de fusibilidad A y B por electroforesis 
bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE). Las proteínas de los grupos de fusibilidad A y B 
están marcadas con los fluorocromos verde y rojo, respectivamente. Los spots con expresión 
diferencial analizados están marcados en círculos y numerados del 1 al 96. La separación en la 
primera dimensión se realizó en un gradiente de pH inmovilizado 3-10 lineal, y la segunda 
dimensión en un SDS-PAGE al 12%, donde el peso molecular se encuentra entre 10 y 150 
kDa. En esta imagen se presenta la réplica 1 de la comparación, las imágenes de las réplicas 







Figura 12. Cuantificación de la expresión diferencial de dos spots entre los grupos de 
fusibilidad A y B. El volumen del spot indica el nivel de expresión. A la izquierda, se observa 
un spot sobrexpresado en el grupo de fusibilidad A con respecto al B. Mientras a la derecha, se 
observa un spot sobrexpresado en el grupo de fusibilidad B con respecto al A. 
 
De los 96 spots proteicos se seleccionaron 37 spots para ser identificados a través de 
espectrometría de masas en tandem (MALDI-TOF/TOF). El principal criterio para 
seleccionar estos spots fue que presentaran los mayores valores de expresión 
diferencial entre los grupos de fusibilidad A y B. Se seleccionaron 15 spots 
sobrexpresados en el grupo de fusibilidad A, y 22 spots sobrexpresados en el grupo de 
fusibilidad B (Fig. 13). La cuantificación de la expresión diferencial de los spots se 
realizó a través de la proporción del volumen de cada spot, cuyo valor indica las veces 
de cambio (fold change) hacia la sobrexpresión de un spot en el grupo de fusibilidad 
que se encuentra en el numerador de la proporción con respecto al grupo de 
fusibilidad que se encuentra en el denominador de la proporción. Entre los spots que 
presentaron una sobrexpresión en el grupo de fusibilidad A, el spot 40 fue el que 
presentó el mayor cambio (2.81), mientras el spot 15 fue el que presentó el menor 
cambio (1.06). En el grupo de fusibilidad B, el spot 80 (4.18) y el spot 83 (1.15), fueron 




































































































ID de los spots seleccionados para MALDI-TOF/TOF
 
Figura 13. Cuantificación de la expresión diferencial de los spots seleccionados para 
espectrometría de masas en tandem. Los spots seleccionados presentan los mayores 
valores de expresión diferencial entre los grupos de fusibilidad A y B (n=37 spots). A. Se 
muestran los spots que se sobrexpresaron en el grupo de fusibilidad A y que se seleccionaron 
para identificar por espectrometría de masas en tandem (n=15 spots). B. Se muestran los spots 
que se sobrexpresaron en el grupo de fusibilidad B y que se seleccionaron para identificar por 
espectrometría de masas en tandem (n=22 spots). Los identificadores de los spots 
















3. Identificación de las proteínas con expresión diferencial entre los 
grupos de fusibilidad de H. symbiolongicarpus 
 
Los 37 spots proteicos seleccionados se sometieron a MALDI-TOF/TOF, obteniéndose 
7 o 10 espectros para cada spot. Sin embargo, para los spots 61 y 79 se obtuvó un 
menor número de espectros y de baja calidad, que no permitieron identificar las 
respectivas proteínas en los análisis posteriores. La identificación de las proteínas fue 
realizada a través de la aproximación de búsqueda en base de datos. De los 35 spots 
con espectros de alta calidad, 15 correspondieron a una única proteína, mientras que 
20 spots correspondieron a dos o más proteínas. Por lo tanto, a partir de los 35 spots 
analizados se identificó un total de 42 proteínas. Este conjunto de proteínas fue 
clasificado de acuerdo a su posible función en las siguientes 7 clases funcionales: 1) 
Enzimas (diferentes a enzimas del metabolismo y peptidasas), 2) Proteínas del 
metabolismo, 3) Proteínas del sistema de óxido-reducción, 4) Peptidasas y proteasas, 
5) Proteínas estructurales, 6) Proteínas de reconocimiento y 7) Otras proteínas (Tabla 
8). 
 
3.1. Enzimas (diferentes a enzimas del metabolismo y peptidasas) (Tabla 
9) 
 
             
1) Proteína con un dominio JmjC: Esta proteína funciona como una enzima 
demetilasa de histonas. Pertenece a una familia que se caracteriza por poseer un 
dominio Jumonji C (JmjC), y tener la capacidad de remover la metilación de 
residuos de lisina que se encuentren mono-, di- o trimetilados. El dominio JmjC 
puede estar acompañado de otros dominios como repeticiones ricas en leucina 
(LRRs) o dominios de dedos de zinc, entre otros, que definen el subgrupo y función 
de estas proteínas [66].  
2) Deshidratasa trans-L-3-hidroxiprolina: Esta proteína contiene un dominio prolina 
racemasa. La familia de proteínas prolina racemasa tiene dos funciones, la primera 
consiste en catalizar la interconversión entre los isómeros trans-3-hidroxi-L-prolina 
y cis-3-hidroxi-D-prolina, provenientes del aminoácido prolina. La segunda función 
consiste en sustraer protones (función deshidratasa) a la trans-3-hidroxi-L-prolina, 
reacción que forma parte del proceso de degradación de este sustrato, el cual 





Tabla 8. Resumen de las proteínas identificadas por la aproximación de búsqueda en 
bases de datos 
Enzimas Proteínas de reconocimiento 
JmjC domain-containing protein HSP70 domain-containing protein 
Trans-L-3-hydroxyproline dehydratase 




Fibrinogen_C domain-containing protein 
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 Ribonuclease T2 domain-containing protein 
Glycoside hydrolase domain-containing 
protein 
Protein Highly Variable 
Chitin binding domain-containing protein Thrombospondin domain-containing protein 
Proteínas del metabolismo CAP domain-containing protein 
Transketolase ML domain-containing protein 
Phosphoenolpyruvate carboxykinase Otras proteínas 
Enolase Uncharacterized protein 
Nopaline dehydrogenase KH domain-containing protein 
Isovaleryl-CoA dehydrogenase Sorting nexin 
Fructose-bisphosphate aldolase 
Metal dependent hydrolase domain-containing 
protein 
Enoyl-CoA hydratase Voltage-dependent anion-selective channel 
Proteínas del sistema de oxido-
reducción 
14-3-3 protein 
Catalase Ferritin domain-containing protein 
Glutathione S-transferase Cold shock domain-containing protein 
Peroxiredoxin EF-hand domain-containing protein 
Thioredoxin Thyroglobulin domain-containing protein 
Peptidasas y proteasas Mago nashi domain-containing protein 
Astacin  
Cathepsin L  
Proteínas estructurales  
Filamin  
Protein similar to uncharacterized 
protein of Hydra vulgaris 
 
Actin  






Tabla 9. Identificaciones de Enzimas (diferentes a enzimas del metabolismo y 
peptidasas) 
Molécula Dominios


































































































































   
La estructura de dominios fue determinada con el software InterProScan [60,61]. SP: 
Péptido señal. TM: Dominio transmembrana. 
2. El número corresponde al identificador de la secuencia en el transcriptoma de H. 
symbiolongicarpus (Zárate-Potes, et al. Datos no publicados). 
3. Valor que indica la confiabilidad en la identificación de la proteína. Valores más negativos 






3) Enzima E2 conjugante de ubiquitina: Esta enzima forma parte de la familia de 
enzimas conjugantes de ubiquitina (E2s), que participan en la cascada de 
ubiquitinación de las proteínas. Dentro del proceso de ubiquitinación, primero la 
ubiquitina u otra proteína modificadora es activada por las enzimas de activación 
(E1s), utilizando para ello ATP. Luego, estas enzimas transfieren la proteína 
modificadora activada a las enzimas E2s, las cuales se unen a las enzimas ligasas 
(E3s), que por último modifican el sustrato [69]. 
4) Quitotriosidasa: Esta proteína presenta un dominio glicósido hidrolasa familia 18 
(GH18). Este dominio es característico de la familia de proteínas del mismo 
nombre, que junto con GH19, GH20 y GH48, comprenden a las enzimas con 
actividad quitinolítica. Estas proteínas pueden tener actividad quitinolítica 
(quitinasas), o sólo conservar la capacidad de unirse a moléculas como la quitina, 
(quitinasas-like). En humanos existen 3 proteínas tipo quitinasa y 5 proteínas tipo 
quitinasa-like, algunas de las cuales pueden participar en la respuesta inmune [70].  
5) Proteína que contiene múltiples dominios de Peritrofina-A (CBM_14): Esta proteína 
contiene 25 dominios de unión a quitina tipo peritrofina A. Este dominio se entiende 
más como un motivo de unión a quitina que está presente principalmente en 
proteínas de la membrana peritrófica de insectos [71]. La membrana peritrófica 
recubre el intestino medio de estos invertebrados y tiene entre sus funciones 
mantener la homeostasis del epitelio del intestino medio, y además compartimentar 
el intestino medio para regular el proceso de digestión [72]. Este motivo se ha 
encontrado en otras proteínas como aquellas secretadas por los tejidos que forman 
la cutícula de los insectos [71]. 
 
3.2. Proteínas del metabolismo (Tabla 10) 
 
1) Transcetolasa: Esta enzima cataliza dos reacciones en la fase no-oxidativa de la 
vía de las pentosas fosfato. Esta vía tiene dos funciones, primero producir NADPH 
(Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato en forma reducida), necesario para la 
biosíntesis de lípidos, entre otros procesos, y generar el sustrato ribosa-5-fosfato 
necesario para la síntesis de los ácidos nucleicos. Además de ello, la transcetolasa 
permite la unión entre la vía de las pentosas fosfato y la glicólisis [73]. 
2) Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK): Esta enzima participa en procesos de 
cataplerosis, es decir removiendo intermediarios de 4 o 5 carbonos del ciclo de los 
ácidos tricarboxílicos [74]. Además, esta enzima interviene en la gluconeogénesis, 




aminoácidos. Específicamente, la PEPCK cataliza el paso de Oxalacetato a 
Fosfoenolpiruvato y CO2 [75]. 
3) Enolasa: Esta proteína es una enzima que participa en los últimos pasos de la 
glicólisis. Específicamente, catalizando la reacción de 2-Fosfoglicerato a 
Fosfoenolpiruvato. Sin embargo, la -enolasa, una de las tres isoformas de 
vertebrados, se ha observado que funciona como un receptor del plasminógeno en 
células B, células T y monocitos, entre otros tipos celulares. Además, una versión 
más corta de esta proteína se une al promotor P2 del proto-oncogen c-myc e 
inhibe su transcripción [76]. 
4) Nopalina deshidrogenasa: Esta proteína pertenece a la familia opina 
deshidrogenasas (OpDH), cuyos miembros catalizan la reacción entre piruvato, un 
aminoácido y NADH para producir opinas (N-(carboxialquil) aminoácidos), agua y 
NAD+. La función de las opinas deshidrogenasas es producir NAD+ para mantener 
el funcionamiento de la glicólisis en condiciones anaeróbicas. En los invertebrados, 
la familia OpDH está compuesta por una variedad de proteínas (por ejemplo, por la 
octopina deshidrogenasa), sin embargo, la nopalina deshidrogenasa no ha sido 
reportada en este grupo [77,78]. 
5) Isovaleril-CoA deshidrogenasa: Esta enzima pertenece a la familia acil-CoA 
deshidrogenasas (ACDs) que participan en el catabolismo de la isoleucina, leucina 
y valina, cuyo producto final es el Acetil Coenzima A (Acetil-CoA). 
Específicamente, la enzima Isovaleril-CoA deshidrogenasa oxida el intermediario 
isovaleril-CoA a β-metilcrotonil CoA en el catabolismo de la leucina [79]. 
6) Fructosa-bisfosfato aldolasa (aldolasa): Esta enzima participa en la glicólisis, 
realizando el clivaje reversible de la fructosa 1,6-bisfosfato a gliceraldehído-3-
fosfato y dihidroxiacetona fosfato [80]. Adicionalmente, se ha determinado que esta 
proteína participa en el rearreglo del citoesqueleto, en endocitosis y en el tráfico de 
proteínas membranales, entre otras procesos [81]. 
7) Enoil-CoA hidratasa: Esta proteína es una de las 4 enzimas que participan en la -
oxidación de los ácidos grasos en la mitocondria. En cada ciclo de la -oxidación, 
la Enoil-CoA hidratasa (ECH) cataliza el segundo paso del proceso, mediante la 































































































































































3.3. Proteínas del sistema de oxido-reducción (Tabla 11) 
  
1) Catalasa: Esta enzima cataliza la reacción que convierte dos moléculas de 
peróxido de hidrógeno (H2O2) en dos moléculas de agua y una molécula de 
oxígeno. Existen tres clases de catalasas, siendo la primera clase aquella que es 
más extendida entre los seres vivos, la cual es monofuncional [83].  
2) Glutatión S-transferasa (GST): La principal función de esta familia de enzimas es el 
metabolismo de los xenobióticos (compuestos electrofílicos), mediante la 
conjugación del glutatión con estos agentes. Dentro de esta familia las proteínas 
presentan dos dominios, el dominio I y II, que se encuentran en la región N-
terminal y C-terminal, respectivamente. El dominio I es conservado entre las 
isoformas de esta proteína y es el encargado de la unión con el glutatión, mientras 
el dominio II es variable entre las isoformas y determina la especificidad por el 
sustrato [84]. 
3) Peroxirredoxina: Esta enzima se encarga de la oxidación de peróxidos como son 
peróxido de hidrógeno, peroxinitrito y peróxidos de lípidos. La peroxirredoxina tiene 
un sitio activo único entre las enzimas de oxido-reducción, conformado por 
residuos cisteína [85]. 
4) Proteína con dominio de Tiorredoxina: Esta es la principal enzima que se encarga 
de reducir los residuos cisteína de las proteínas intracelulares. Además, esta 
proteína participa en la respuesta a estrés oxidativo y en el control de la apoptosis, 
actúa como un donador de electrones a otras enzimas reductoras como la 
peroxirredoxina y la ribonucleótido reductasa (enzima que genera los 
desoxirribonucleótidos para la síntesis del DNA), regula factores de transcripción 











































































































3.4. Peptidasas y proteasas (Tabla 12) 
 
1) Metaloproteasa de zinc y Astacina 2: Estas proteínas tienen un dominio astacina y 
uno o dos dominios ShK. El dominio astacina se encuentra en la estructura de 
metaloproteasas, y es el responsable de la actividad de proteasas de estas 
proteínas. Éste dominio está presente en proteínas que participan en el 
ensamblaje de la matriz extracelular, en procesos de desarrollo embrionario, en la 
diferenciación de tejidos, y en la interacción entre el esperma y los oocitos en 
mamíferos [87]. Adicionalmente, el dominio ShK ha sido encontrado en algunas 
toxinas de anémonas, donde se encarga de bloquear canales de potasio 
dependientes de voltaje [88]. 
2) Catepsina L: Esta proteína presenta un dominio propéptido catepsina inhibidor 
(Inhibitor_I29) y un dominio papaina de la familia cisteína proteasa (Peptidase_C1). 
La proteína catepsina L es un endopeptidasa que se activa con el pH ácido del 
lisosoma, mediante la auto-lisis de su segmento propéptido. Entre las funciones 
que presenta esta proteína se encuentran la regulación del ciclo celular, la 
participación en inmunidad y en el desarrollo del sistema nervioso central. En el 
contexto inmune, la catepsina L realiza el clivaje de la cadena invariante que 
estabiliza al MHC clase II en su proceso de síntesis. Además, se ha encontrado 


















































































3.5. Proteínas estructurales (Tabla 13) 
 
1) Filamina o proteína de unión a actina 280 (ABP280). Esta proteína posee un 
dominio Filamina y su familia está compuesta por tres proteínas: Filamina A (ABP-
280), Filamina B y Filamina C. La arquitectura de estas proteínas consiste en dos 
dominios CH (homólogo a calponina) que permiten la interacción con actina, y 24 
dominios de Inmunoglobulina (Ig) que se encargan del entrecruzamiento de los 
filamentos de actina [90]. 
2) Proteína similar a proteína no-caracterizada LOC100209298 de Hydra vulgaris: 
Esta proteína de H. symbiolongicarpus no presentó dominios reconocibles o 
proteínas similares mediante BLAST que tuvieran una función reconocible. La 
proteína que presentó una mayor similaridad es una proteína no caracterizada de 
H. vulgaris (1E-16), que posee de 3 dominios de espectrina. Este dominio está 
presente en las proteínas espectrinas que forman una red con actina, la cual 
mantiene a las proteínas de la membrana celular con una determinada movilidad 
para que puedan llevar a cabo sus funciones. Adicionalmente, las espectrinas 
interactúan con otras proteínas intracelulares, como las ankirinas, para mantener a 
proteínas transmembranales dentro de determinados microdominios [91]. 
3) Actina II no-muscular: La protreína actina presenta dos formas, monomérica y 
filamentosa, denominadas G- y F-actina, respectivamente. Esta proteína se puede 
encontrar en el citoplasma y el núcleo de las células, donde participa en una 
variedad de funciones como la movilidad celular, división celular, adhesión celular,  
transcripción, remodelamiento de la cromatina, formación de vesículas, entre otras. 
Sumado a ello, la actina interactúa con proteínas, como la cofilina, Arp2/3 (Actin-
related protein-2/3), miosinas, tropomiosina, entre otras, las cuales son necesarias 
para realizar las funciones antes mencionadas [92]. 
4) Factor de maduración de la glía gamma (GMF): La proteína GMF pertenece a una 
familia de proteínas que se caracteriza por poseer un dominio del factor de 
despolimerización de Actina homólogo (ADF-H). Esta proteína es intracelular e 
interactúa con el complejo Arp2/3 para promover la desramificación de los 




















































































3.6. Otras proteínas (Tabla 14) 
  
1) Proteína similar a proteína no-caracterizada LOC102354522 de Latimeria 
chalumnae: Esta proteína de H. symbiolongicarpus no presentó dominios 
reconocibles o proteínas similares mediante BLAST que tuvieran una función 
reconocible. Además, las proteínas similares encontradas mediante BLAST no 
presentaron dominios reconocibles. En consecuencia, la función de esta proteína 
de H. symbiolongicarpus no logró ser sugerida con estos datos. 
2) Proteína que contiene dominios KH: Esta proteína presenta 4 dominios K 
homólogos (KH) de unión a RNA. La función de este dominio es el reconocimiento 
del RNA y DNA de cadena sencilla (ssDNA). La estructura de esta proteína es 
similar a la proteína de unión al elemento corriente arriba de far (FUSE), 
denominada FBP, que se une con ssDNA. En general, las proteínas que presentan 
dominios KH participan en el procesamiento del RNA (splicing), y en la regulación 
de la transcripción y traducción [94]. 
3) Sorting nexina 4 like (SNX4): Esta proteína presenta un dominio homólogo a PhoX 
(PX) y un dominio Vps5. El dominio PX tiene como función unirse a la membrana 
de los diferentes organelos, mientras el dominio Vps5 se encarga de la formación 
de los túbulos o vesículas membranales que darán origen a los compartimentos 
celulares. Las proteínas que presentan esta estructura de dominios, denominadas 
sorting nexinas (SNX), se encargan del proceso de clasificación (sorting) de la 
membrana de los endosomas de la vía endocítica y del tráfico vesicular interno 
[95]. 
4) Proteína de proliferación de melanocitos: Esta proteína es codificada por el gen de 
proliferación de melanocitos 1 (MYG1), y posee un dominio de una familia de 
proteínas no-caracterizada (UPF0160), el cual es exclusivo de esta proteína. 
Adicionalmente, se ha sugerido que este dominio posee actividad de hidrolasa 
dependiente de metal, y que esta proteína es una fosfoesterasa que podría 
participar en la diferenciación celular [96].  
5) Canal selectivo de aniones dependiente de voltaje (VDAC, voltage-dependent 
anion channel): Este tipo de canales se encuentran ubicados en la membrana 
externa de la mitocondria. Entre las funciones que poseen los VDACs se 
encuentran la regulación de la supervivencia celular, crecimiento celular, estructura 
de la mitocondria, transporte de calcio y ATP, y señalización de la apoptosis, entre 
otras [97].  
6) Proteína 14-3-3: Esta proteína interactúa con una variedad de proteínas (alrededor 




scaffold, entre otras [98]. Además de ello, la proteína 14-3-3 participa en las vías 
de transducción de señales del ciclo celular, apoptosis y expresión de genes, entre 
otras [98], e interviene en el ensamblaje de complejos proteicos [99].  
7) Ferritina: Esta proteína posee un dominio Ferritina, como la mayoría de las 
proteínas de su familia [100]. Las ferritinas se localizan en el núcleo, el citoplasma 
y el sistema endo-lisosomal. La función de estas proteínas es secuestrar el ión 
hierro en su forma oxidada (Fe3+), almacenarlo, reducirlo y liberarlo para cubrir las 
necesidades celulares [101]. 
8) Proteína que contiene un dominio cold shock: Las proteínas que poseen el dominio 
cold shock (CDS) se unen al RNA y DNA de cadena sencilla. En la arquitectura de 
estas proteínas el dominio CDS se puede encontrar dispuesto en múltiples copias 
o junto a otros dominios, entre los que se encuentran los dominios de dedos de 
zinc CCHC, los dominios KH, entre otros. Además, las proteínas con el dominio 
CDS  participan en una variedad de funciones relacionadas con el metabolismo del 
RNA, como la transcripción y el procesamiento del RNA, entre otras [102]. 
9) Proteína que contiene dominios EF-hand: Esta proteína presenta tres dominios EF-
hand. Estos dominios forman parte de la estructura de receptores que se unen al 
Ca2+ intracelular. Entre las funciones que presentan las proteínas que poseen este 
dominio se encuentran el actuar como sensor del Ca2+ intracelular, y con ello 
participar en la señalización celular o funcionar como moléculas buffer de este 
catión [103]. 
10) Tiroglobulina: Esta proteína presentó dos dominios de Tiroglobulina-1. Este 
dominio se encuentra en inhibidores de proteasas tipo cisteína, como la papaina, 
catepsina L y B, y en inhibidores de las proteasas tipo aspártico. Otras proteínas 
que presentan el dominio de Tiroglobulina-1, son la cadena invariante que 
estabiliza y asegura el tráfico vesicular a la membrana celular del MHC clase II 
durante su proceso de síntesis, y la proteína tiroglobulina que es la molécula 
precursora de las hormonas tiroideas T3 y T4 [104]. 
11) Proteína mago nashi: Esta proteína presenta un dominio Mago nashi, y forma parte 
del complejo proteico de unión al exón (EJC). Este complejo se une al mRNA, 
corriente arriba de la unión entre exón y exón, y participa en el procesamiento del 
mRNA y en la degradación del mRNA mediada por mutaciones terminadoras 
(nonsense-mediated mRNA decay). En mamíferos existen dos copias del gen 
Mago nashi, y se destaca que la proteína MAGOHB (proteína mago nashi 























































































































































































4. Análisis de las moléculas candidatas a controlar el alorreconocimiento 
en H. symbiolongicarpus (Tabla 15) 
 
4.1. Proteína que contiene un dominio de HSP70 
 
Esta proteína correspondió al spot 4, y fue identificada a partir del espectro 1 por 
medio de la aproximación de búsqueda en base de datos. Sumado a ello, presentó 
una alta identidad con la proteína regulada por glucosa de 78 kDa (GRP78) de Hydra 
magnipapillata (E-value 0.0, Identidad 87%). La proteína identificada presenta un 
péptido señal y un dominio HSP70. Ésta proteína tiene entre sus funciones el 
plegamiento de las proteínas que han sido sintetizadas, el ensamblaje de complejos 
de proteínas y el transporte de proteínas a través de membranas celulares. Sumado a 
ello, HSP70 es una proteína anti-apoptótica a tres niveles diferentes: pre-mitocondrial, 
mitocondrial y post-mitocondrial. En estos diferentes niveles participa inhibiendo una 
variedad de proteínas de las vías de señalización que conllevan a la apoptosis, entre 
las que se encuentran los receptores de muerte DR4 y DR5, y la pro-apoptótica kinasa 
N-terminal c-Jun (JNK), entre otras. Además, impide la permeabilización de la 
membrana externa de la mitocondria mediante la inhibición de la translocación de la 
proteína BAX a la mitocondria, y también impide la degradación del ADN nuclear por 
medio de la regulación de la DNasa activada por caspasa (CAD). Por otro lado, la 
proteína HSP70 estabiliza a kinasas como la proteína kinasa C (PKC) y Akt, 
asegurando la supervivencia celular [106]. 
 
Se ha postulado que la proteína HSP70 participa en el sistema de auto-
incompatibilidad del urocordado Ciona intestinalis. En este modelo, la proteína 
Cihsp70 (proteína de Ciona HSP70) actúa como un chaperona que transporta péptidos 
generados en el proteasoma hasta la membrana celular de las células foliculares, que 
los secretan y se unen a moléculas específicas en la superficie de los oocitos para 
constituir la respectiva molécula determinante de la auto-incompatibilidad. Esta 
molécula del oocito interactúa con un receptor hipotético del espermatozoide, y 
dependiendo de su relación genética se produce la fertilización [107,108]. 
 
Por otro lado, en B. schlosseri se han caracterizado dos genes de HSP70 (HSP70.1 y 
HSP70.2) que presentan similaridad en términos de secuencia con los genes HSP70 
de vertebrados. Debido a que dos o tres genes de HSP70 de vertebrados se 




clase III, se ha buscado determinar si en B. schlosseri los genes de HSP70 se 
encuentran ligados al locus FuHC, que determina el alorreconocimiento en esta 
especie. Sin embargo, un análisis de ligación entre los dos genes de HSP70 y el locus 
FuHC de B. schlosseri mostró que no están ligados [109]. 
 
En humanos se ha determinado que la ausencia de la proteína HSPA2 de la familia 
HSP70 conlleva a la incapacidad de reconocimiento del oocito por parte del esperma. 
Esta proteína forma un complejo proteico con la Molécula de Adhesión al Esperma 1 
(SPAM1) y la Arilsulfatasa A (ARSA), que se expresan en la superficie de la cabeza 
del espermatozoide, y que se ha propuesto que participan en el reconocimiento de 
proteínas de la zona pelúcida del óvulo [110]. Por otro lado, se ha encontrado que una 
proteína homóloga a HSP70, Ssa1p, participa en el fenómeno de incompatibilidad 
vegetativa del hongo filamentoso Neurospora crassa. La proteína Ssa1p forma un 
complejo proteico con la proteína UN-24, la cual es codificada por uno de los loci het 
que controla este tipo de incompatibilidad, e inhibe la toxicidad que genera la proteína 
UN-24. Este proceso de inhibición de la incompatibilidad realizado por la proteína 
Ssa1p, podría ser llevado a cabo para que los hongos filamentosos realicen su ciclo 
sexual [111]. La proteína HSP70 también participa en el reconocimiento de los tejidos 
de mamíferos por parte de la bacteria Haemophilus influenza. La proteína HSP70 se 
localiza luego de un choque térmico en la membrana celular de esta bacteria y se ha 
propuesto que reconoce sulfogalactoglicolípidos, moléculas que se encuentran en 
diferentes tejidos de los mamíferos, como el tracto respiratorio [112]. 
 
Por último, al comparar las secuencias de los transcriptomas de dos individuos 
silvestres de H. symbiolongicarpus se encontró que para esta proteína que tiene una 






































































































































































































Tabla 16. Variabilidad de las proteínas candidatas de alorreconocimiento en dos 










HSP70 domain-containing protein 685 2 
Peptidoglycan binding domain-containing 
protein (Hysy44548_c0_seq1_6_0) 
349 2 
Peptidoglycan binding domain-containing 
protein (Hysy52315_c0_seq1_4) 
303/299 1/2 
Fibrinogen_C domain-containing protein 310 2 
Ribonuclease T2 domain-containing protein 280/266 1/6 
Protein highly variable 305 3/18/23/44 
Thrombospondin domain-containing protein 922 21 
CAP domain-containing protein 
(Hysy55507_c0_seq1_2) 
242/237 
31 (Segmento de 29aa en 
el extremo N-terminal)/3 
CAP domain-containing protein 
(Hysy55515_c1_seq3_1_0) 
231/217 
16 (Segmento de 12aa en 
el extremo N-terminal)/ 
18 (Segmento de 14aa en 
el extremo N-terminal) 
ML domain-containing protein 155 
1/27 (Segmento de 26aa 
en el extremo C-terminal) 
1. Se presenta más de una comparación o valor debido a que se encontró para 
algunas proteínas más de una secuencia en cada uno de los transcriptomas.
 
4.2. Proteína que contiene un dominio de unión a peptidoglicano 
 
La proteína identificada en H. symbiolongicarpus tiene similaridad con la proteína 
colagenasa-like tipo IV y presentó un dominio de unión a peptidoglicano, un dominio 
matrixina y dos dominios ShK. El dominio de unión a peptidoglicano tiene una longitud 
de 165 aminoácidos y se encuentra presente en las proteínas de reconocimiento de 
peptidoglicano (PGRPs). El peptidoglicano está presente en bacterias Gram-positivas 
y Gram-negativas, aunque el peptidoglicano tipo-Lys está presente en las primer tipo 
de bacterias, mientras el peptidoglicano tipo-Dap está presente en el segundo tipo de 
bacterias. Las PGRPs de insectos se dividen en dos grupos, las PGRPs cortas 
(PGRP-S) y las PGRPs largas (PGRP-L). Las PGRP-S (PGRP-SA y PGRP-SD) 
reconocen el peptidoglicano tipo-Lys de bacterias Gram-positivas y activan la vía de 
señalización de Toll, mientras que las PGRP-L (PGRP-LC y PGRP-LE) reconocen el 
peptidoglicano tipo-Dap de bacterias Gram-negativas y activan la vía de señalización 
de Imd (Immune Deficiency). De otro lado, en los mamíferos existen 4 PGRPs, una 
PGRP-S, una PGRP-L y dos PGRP-I (PGRP-Iα y PGRP-Iβ), estas dos últimas 
presentan longitud o peso intermedio. Además de ello, presentan funciones diferentes 
a las PGRPs de los insectos, por ejemplo, las PGRP-S, PGRP-Iα y PGRP-Iβ funcionan 
como bactericidas, y en algunos casos como bacteriostáticos (por ejemplo, frente a 
bacterias Gram-negativas), mientras la PGRP-L regula la respuesta del sistema 
inmune frente a peptidoglicano [113]. 
 
El dominio matrixina está presente en metaloproteasas y allí constituye el dominio 
catalítico. La estructura canónica de las metaloproteasas posee 4 dominios: Un 
dominio pro-péptido, un dominio catalítico, una región linker y un dominio hemopexina. 
Las metaloproteasas modifican proteínas extracelulares o transmembranales, como el 
colágeno y proteínas del sistema inmune [114].  
 
El dominio ShK fue primero caracterizado en la toxina de la anémona Stichodactyla 
helianthus que bloquea canales de potasio dependientes de voltaje (Kv) de las células 
T. Este dominio estructural posee 6 residuos de cisteínas que forman 3 puentes 
disulfuro [115]. El dominio ShK puede estar acompañado en las proteínas de los 
dominios CAP, metaloproteasa dependiende de Zn y lectina tipo-C, entre otros [88]. 
Proteínas que tienen el dominio Shk han sido encontradas en Hydra e Hydractinia, 





Mediante la identificación de esta proteína se encontró dos secuencias diferentes 
(Hysy44548_c0_seq1_6_0 y Hysy52315_c0_seq1_4). La variabilidad de estas 
proteínas que tienen una longitud de 303 y 349 aminoácidos es de 1 y 2 residuos, 
respectivamente (Tabla 16). 
 
4.3. Proteína que contiene un dominio de Fibrinógeno 
 
Esta proteína correspondió al spot 29, y fue identificada a partir del espectro 5 por la 
aproximación de búsqueda en base de datos. Esta molécula tiene una arquitectura 
compuesta por un dominio transmembrana (predicho mediante las herramientas 
HMMTOP [63] y SOSUI [64]) y un dominio de Fibrinógeno. Este último dominio está 
compuesto por tres subdominios: A, B y P, los cuales forman una estructura globular. 
El subdominio A que se encuentra en la región N-terminal tiene una longitud de 50 
aminoácidos, mientras los subdominios B y P, cuya estructura se encuentra más 
ligada, tienen una longitud de aproximadamente 150 aminoácidos. El dominio de 
Fibrinógeno interactúa con sus respectivos ligandos a través del subdominio P, el cual 
puede unir azúcares o derivados de estos, como en el caso de las lectinas, o unir 
segmentos de otras moléculas de Fibrinógeno, como en el caso de la formación de la 
Fibrina. Adicionalmente, el dominio de Fibrinógeno siempre se encuentra en la región 
C-terminal de las proteínas, como es el caso de la proteína de H. symbiolongicarpus 
que se describe aquí, y los dominios que se encuentran hacia la región N-terminal 
determinan como este dominio es expuesto [117].     
 
Proteínas que poseen el dominio de Fibrinógeno se encuentran en diferentes sistemas 
de reconocimiento. Uno de ellos es el sistema de auto-incompatibilidad de Ciona 
intestinalis. Este fenómeno en esta especie es controlado por dos loci no ligados, 
denominados A y B, cada uno de los cuales codifica dos proteínas, una que será el 
determinante de la auto-incompatibilidad en el espermatozoide y la otra que hará el 
mismo papel en el oocito. Las proteínas del oocito se denominan v-Themis-A y –B, y 
poseen un dominio de Fibrinógeno. Por su parte, las proteínas del espermatozoide se 
denominan s-Themis-A y –B, y son receptores de policistina-1. En este modelo de 
auto-incompatibilidad, se plantea que s-Themis-A y –B en el espermatozoide 
reconocen a v-Themis-A y –B en el oocito, y dependiendo de la relación genética que 





Otro sistema donde se ha observado proteínas con dominios de Fibrinógeno es el 
sistema complemento de la inmunidad innata, específicamente en las proteínas 
ficolinas. Estas proteínas participan en la vía de las lectinas, reconociendo N-
acetilglucosamina (GlcNAc) en la superficie bacteriana e induciendo la cascada del 
complemento que culmina en la lisis bacteriana. Las ficolinas tienen una corta región 
N-terminal, un dominio similar a colágeno y un dominio C-terminal similar a fibrinógeno 
[119]. Adicionalmente, las ficolinas pueden reconocer ácido lipoteicoico, 
peptidoglicano, 1,3--D-glucano, ADN, N-acetilgalactosamina (GalNAc), ácido siálico y 
fucosa, TGF-1 o metaloproteasas [119,120]. Entre las funciones de las ficolinas se 
encuentran la activación del sistema complemento, opsonización, actividad antiviral y 
actividad antihemorrágica [120]. 
  
Los FREPs (Proteínas relacionadas con Fibrinógeno) son otras proteínas de 
reconocimiento que poseen dominios de Fibrinógeno. Estas proteínas median la 
inmunidad del caracol Biomphalaria glabrata frente al parásito tremátodo Schistosoma 
mansoni [121]. La estructura de los FREPs está compuesta hacia la parte N-terminal 
por uno o dos dominios de Inmunoglobulina (IgSF) y hacia la parte C-terminal por un 
dominio de Fibrinógeno [121]. Los FREPs son moléculas plasmáticas que actúan 
como opsoninas, precipitando productos del parásito, y como lectinas, uniéndose a 
una variedad de glicoproteínas del parásito, entre las que se encuentran unas mucinas 
altamente polimórficas, denominadas SmPoMucs (Schistosoma mansoni Polymorphic 
Mucins) [122,123]. Finalmente, en encuentros histoincompatibles de colonias de 
Botryllus schlosseri se ha identificado la expresión de cuatro proteínas con dominios 
de Fibrinógeno. Una de ellas se expresa en una subpoblación específica de células 
sanguíneas y en las células mórula, que intervienen en el fenotipo de rechazo de esta 
especie. Además, se ha observado que esta proteína se sobrexpresa en las ámpulas 
de las colonias que se encuentran rechazándose [124]. 
 
La proteína identificada en H. symbiolongicarpus mostró variabilidad en dos individuos 
silvestres, con dos aminoácidos de diferencia entre sus respectivos alelos en los 310 
aminoácidos que constituyen esta proteína (Tabla 16). 
 
4.4. Proteína que contiene un dominio Ribonucleasa T2 
 
Esta proteína correspondió al spot 31 y fue identificada a través de los espectros 8 y 9 




encontró con una ribonucleasa de Hydra vulgaris (E-value 1E-74). La proteína está 
compuesta por un péptido señal, un dominio transmembrana y un dominio de la familia 
Ribonucleasa T2. Este último dominio caracteriza a proteínas ribonucleasas de la 
familia T2, las cuales son RNasas tipo transferasa que catalizan el clivaje del RNA de 
cadena sencilla. Las proteínas que presentan el dominio de Ribonucleasa T2 
participan en una variedad de funciones como  el reciclaje de los ácidos nucleicos, la 
modulación de la respuesta inmune de los mamíferos, la inducción de citotoxicidad por 
ciertos virus y la auto-incompatibilidad en angiospermas [125].  
 
El sistema de auto-incompatibilidad de plantas angiospermas (Solanaceae, Rosaceae 
y Plantaginaceae) es de tipo gametofítico, es decir, que depende del genotipo haploide 
del polen, donde el determinante masculino (la proteína que controla la compatibilidad) 
es un conjunto de proteínas F-box, denominadas SLF o SFB (S-locus F-box), y el 
determinante femenino es una proteína S-RNasa, que posee un dominio Ribonucleasa 
T2. Una vez el determinante femenino (S-RNasas) se encuentran dentro del tubo 
polínico, ocurre el reconocimiento del determinante masculino, pudiendo presentarse 
una interacción compatible o incompatible: En la interacción compatible, las proteínas 
SLF reconocen a las S-RNasas no propias y promueven su degradación por la vía del 
proteasoma o son retenidas dentro de las vacuolas, manteniendo con ello la integridad 
del RNA del tubo polínico, y por tanto permitiendo la fecundación. De otro lado, en la 
interacción incompatible, las proteínas SLF no pueden reconocer a las S-RNasas 
propias, permitiendo con ello que estas proteínas continúen activas y degraden el RNA 
del tubo polínico, evitando la fecundación [126,127]. 
 
Esta proteína se encontró que es variable entre los dos individuos silvestres de H. 
symbiolongicarpus, con 6 posiciones diferentes entre los alelos de la proteína que 
tiene una longitud de 266 aminoácidos (Tabla 16). 
 
4.5. Proteína Altamente Variable 
 
Esta proteína se identificó a partir del spot 37, soportado ello por 9 de los 10 espectros 
obtenidos por espectrometría de masas. La proteína identificada no presentó dominios 
reconocibles, aunque varias de las secuencias de esta proteína presentaron péptido 
señal. Un total de 23 secuencias diferentes se encontraron en el proteoma de H. 
symbiolongicarpus  a partir de la identificación de los espectros. Estas proteínas tenían 




identificada por el péptido 8. En el alineamiento de esta proteína se logró establecer 
cuatro grupos de secuencias, que se diferencian entre sí por un conjunto de 
sustituciones que se encuentran en las regiones N-terminal y C-terminal. A partir de 
las 23 secuencias identificadas se realizó un análisis filogenético que mostró estos 
cuatro grupos de secuencias (Fig. 16). Adicionalmente, el número de diferencias de 
estas proteínas entre los individuos silvestres varió entre 3 a 44 aminoácidos de los 
305 aminoácidos que las componen (Tabla 16). La variabilidad de esta proteína podría 
ser explicada por un sistema multigénico (al menos 11 distintos genes), o por un 
sistema oligogénico (4 loci representados por los 4 grupos de secuencias) que esté 
generando diversidad somáticamente. 
 
 
Figura 14. Análisis filogenético de la proteína altamente variable. Se presenta el árbol 
filogenético realizado mediante Neighbour joining de las 23 secuencias identificadas de la 
proteína altamente variable. Se observan 4 grupos de secuencias: Grupo 1 en verde, grupo 2 
en azul, grupo 3 en púrpura y grupo 4 en rojo. Se muestran los soportes de bootstrap mayores 
o iguales al 60% (N=1000 réplicas). 
 Hysy57996 c0 seq6 3 0
 Hysy57996 c0 seq3 3 0
 Hysy57996 c0 seq8 3 0
 Hysy58462 c0 seq8 5 0
 Hysy58462 c0 seq4 6 0
Grupo 1
 Hysy58462 c0 seq12 5 0
 Hysy58462 c0 seq9 6 0
 Hysy57996 c0 seq7 3 0
 Hysy57996 c0 seq1 3 0
 Hysy57996 c0 seq2 3 0
 Hysy58462 c0 seq3 5 0
Grupo 2
 Hysy57996 c0 seq12 3 0
 Hysy58462 c0 seq6 6 0
 Hysy57996 c0 seq10 3 0
 Hysy58462 c0 seq11 6 0
Grupo 3
 Hysy57996 c0 seq5 3 0
 Hysy57996 c0 seq4 3 0
 Hysy57996 c0 seq9 3 0
 Hysy58462 c0 seq5 6 0
 Hysy58462 c0 seq10 5 0
 Hysy57996 c0 seq13 3 0
 Hysy58462 c0 seq7 6 0
Grupo 4




















4.6. Proteína que contiene repeticiones de Trombospondina tipo 1 
 
Esta proteína corresponde al spot 38, y se identificó a partir de los espectros 7 y 8. 
Además, para esta proteína se identificaron 5 secuencias de diferente longitud, sin 
embargo, para los análisis posteriores se utilizó la secuencia 
Hysy57921_c0_seq1_5_1 por poseer la mayor longitud (922 aminoácidos) entre las 
secuencias identificadas. 
 
Esta proteína tiene una arquitectura no reportada antes, con tres dominios de 
trombospondina tipo 1 (TSP-1), un dominio del factor von Willebrand tipo A (VWA) y un 
dominio FlgD Tudor-like. Una de las secuencias identificadas 
(Hysy57921_c0_seq2_5_1) tiene una región transmembrana. El dominio TSP-1 o TSR 
(repeticiones de Trombospondinas) se encuentra dentro de la arquitectura de las 
Trombospondinas y otros tipos de proteínas. En las Trombospondinas el dominio TSR 
reconoce al receptor CD36 (receptor scavenger de la familia B), heparán sulfato, otros 
heparán glicosaminoglicanos (GAGs), Colágeno V, Fibronectina y TGF-, entre otros 
[128]. Las Trombospondinas- 1 y -2 funcionan en la inhibición de la angiogénesis 
mediante la unión al receptor CD36 que se encuentra en las células endoteliales [129]. 
Además, el dominio TSR también participa en la adhesión celular, motilidad celular, 
agregación célula-célula, el crecimiento de neuritas, y hace parte de varias proteínas 
del sistema complemento: properdina, C6, C7, C8 y C9 [128]. El dominio VWA se ha 
encontrado en proteínas de adhesión celular y de la matriz extracelular, subunidades 
de canales iónicos y proteínas que regulan a proteasas, y se considera que funciona 
en interacción proteína-proteína [130]. Por último, el dominio FlgD Tudor-like es una 
estructura híbrida entre el dominio Tudor y el dominio de Fibronectina tipo III, que sólo 
ha sido encontrada en la proteína FlgD que forma parte de la estructura del flagelo de 
las bacterias [131]. 
 
Se identificaron 5 secuencias diferentes de esta proteína en el proteoma predicho de 
H. symbiolongicarpus, en donde la variación se concentró en la región N-terminal de 
las secuencias. Esta proteína que tiene una longitud de 922 aminoácidos mostró 
variabilidad entre los dos individuos silvestres comparados, encontrándose 21 






4.7. Proteína que contiene un dominio CAP  
 
Esta proteína fue identificada a partir de los spots 34 y 66, soportado ello por 1 y 7 
espectros, respectivamente. Sin embargo, para cada spot se identificó una secuencia 
diferente en el transcriptoma de H. symbiolongicarpus: A partir del spot 34 se identificó 
el transcrito Hysy55507_c0_seq1_2 (Protein expect = -1.2), mientras que para el spot 
66 se identificó el transcrito Hysy55515_c1_seq3_1_0 (Protein expect = -71.0). Estas 
proteínas presentan el dominio CAP [proteínas secretoras ricas en cisteína (CRISPS), 
antígeno 5 (Ag5), proteína relacionada a patogénesis 1 (Pr-1)]. Este dominio se 
encuentra en una gran variedad de proteínas que pueden participar en la reproducción 
de mamíferos (proteínas CRISPs), como proteínas inmunogénicas de insectos 
(proteínas Ag5) y en la respuesta inmune de plantas frente a patógenos (proteínas Pr-
1), entre otros procesos. Además, el dominio CAP pueden estar acompañado en la 
estructura de las proteínas por dominios adicionales, como el dominio regulador de 
canal iónico (ICR), el dominio de Lectina tipo-C, o el dominio rico en glutamato (ERD), 
entre otros. La mayoría de las proteínas con dominio CAP son secretadas [132]. 
 
Las proteínas CRISP participan en el establecimiento de la fusión entre esperma y 
oocitos en la fecundación de mamíferos. La ausencia de las proteínas CRISP1 y 
CRISP2 reduce la fertilidad del macho al inhibir la penetración del esperma a los 
oocitos [132]. Por otro lado, el dominio CAP ha sido observado en una proteína del 
sistema de auto-incompatibilidad de la ascidia solitaria Halocynthia roretzi. 
Específicamente, este dominio se encuentra en la proteína HrUrabin (H. roretzi unique 
lipid rafts-derived binding partner) que se ha aislado del esperma de esta especie. 
Esta proteína se une con HrVC70 (H. roretzi, cubierta de Vitelio, proteína de 70KDa), 
una proteína que se encuentra en la cubierta de vitelio de los oocitos. Sin embargo, 
HrUrabin no se considera la proteína que controla la auto-compatibilidad por parte del 
esperma, aunque se ha determinado que es necesaria para que ocurra la fecundación 
en esta especie [108,133]. Además, se ha planteado que en una interacción 
compatible, la interacción entre HrUrabin y HrVC70 se mantiene, y por tanto la 
fecundación es permitida, mientras que en una interacción incompatible, la interacción 
entre estas proteínas es interrumpida, y por tanto la fecundación no es permitida 
[108,133]. 
 
Mediante la identificación de esta proteína se obtuvó dos secuencias con dominio CAP 




los dos individuos de H. symbiolongicarpus permitió establecer que de los 242 
aminoácidos de la primera secuencia 31 aminoácidos fueron diferentes entre los 
alelos, y de los 231 o 217 aminoácidos de la segunda secuencia 16 o 18 aminoácidos 
fueron diferentes entre los alelos (Tabla 16). 
 
4.8. Proteína que contiene un dominio ML 
 
Esta proteína fue identificada a partir del spot 75 (la única identificada para este spot), 
a través de 6 espectros identificados por la aproximación de búsqueda en bases de 
datos. La proteína presentó similaridad con NPC2 (Niemann-Pick tipo C) de Hydra 
vulgaris (E-value 2E-37), y estaba constituida por un dominio ML (relacionada a MD-2 
reconocimiento de lípidos, del inglés MD-2-related lipid-recognition). Este dominio 
caracteriza una familia de proteínas que tienen la capacidad de reconocer lípidos, y 
que presentan similaridad con las proteínas MD-1 y -2. Estas proteínas son cofactores 
de los receptores RP105 (TLR4-like) y TLR4, respectivamente, que participan en el 
reconocimiento del lipopolisacárido (LPS) de bacterias Gram-negativas. Se han 
descrito 4 grupos de proteínas que contienen el dominio ML. En el grupo I están las 
proteínas MD-1 y -2 que participan en el reconocimiento de LPS junto con receptores 
de reconocimiento de patrones moleculares para promover la respuesta inmune. En el 
grupo II está la proteína NPC2 que reconoce colesterol, y se ha asociado a una 
enfermedad caracterizada por el desorden en el almacenaje de lípidos (enfermedad de 
Niemann-Pick). Mientras que en los grupos III y IV, se encuentran las proteínas PG/PI-
TP (Fosfatidilglicerol/Fosfatidilinositol-Proteína de Transferencia) y GM2A (GM2 
proteína activadora), que reconocen fosfatidilglicerol y fosfatidilinositol, y el gangliósido 
GM2, respectivamente [134].  
 
En el camarón blanco Litopenaeus vannamei se ha caracterizado el gen LvML, que 
contiene un dominio ML y que se ha encontrado que reconoce LPS. Este gen se 
expresa sólo en el hepatopáncreas, el primer órgano donde se produce los factores de 
respuesta inmune en esta especie, y además se sobrexpresa en el mismo órgano 
luego de 24 a 48 horas de la inducción con LPS [135]. Adicionalmente, las proteínas 
que poseen un dominio ML se han estudiado en el contexto del sistema inmune del 
mosquito Aedes aegypti, el cual es el vector del virus del dengue (DENV). En este 
mosquito se han encontrado 24 genes que codifican proteínas que contienen un 
dominio ML, por lo que se ha propuesto que esta familia de proteínas se encuentra 




AaegML33) aumentaron su expresión frente a una infección por parte del DENV. Sin 
embargo, se ha determinado que el gen AaegML33 es un agonista en la infección del 
mosquito por parte del DENV. Es decir, que posiblemente el DENV induce la 
sobrexpresión de este gen para permitir la infección en el mosquito. En concordancia 
con ello, el silenciamiento de este gen activa las vías de señalización de JAK/STAT e 
Imd (esta última es una vía de reconocimiento de patrones moleculares (PAMPs) de 
bacterias Gram-negativas), que inducen la expresión del péptido antimicrobiano 
Defensina E, entre otras moléculas [136]. 
 
La variabilidad de esta proteína que tiene una longitud de 155 aminoácidos fue de 27 
sustituciones entre los alelos de los dos individuos silvestres (Tabla 16). 
 
 




1. Grupos de fusibilidad y el modelo del control genético del 
alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus 
 
El control genético del alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus es complejo. 
Evidencia de ello es que la información fenotípica y genética con que se cuenta no ha 
permitido establecer un modelo que explique la totalidad de los fenotipos de fusibilidad 
en individuos silvestres. Si bien el actual modelo genético basado en los loci alr1 y alr2 
predice los fenotipos entre las líneas endogámicas y en algunos individuos silvestres, 
aún persisten fenotipos que no pueden ser predichos por este modelo. Un ejemplo de 
ello son los fenotipos de fusibilidad presentados entre los individuos parentales y su 
progenie de este estudio, respecto a los cuales el actual modelo predice que se 
resolverán en fusión, basándose en el supuesto de que estos individuos comparten 
entre sí un haplotipo de los genes alr1 y alr2, pero los encuentros mostraron fenotipos 
diferentes: 
 
1) Entre los parentales silvestres HWB29 y HWB53, y los individuos de la generación 
F1. En estos ensayos se esperaba que el 100% se resolviera en fusión, sin embargo, 
se encontró que la fusión transitoria fue el fenotipo más frecuente, con un 66.6% frente 
a HWB29 y 50% frente a HWB53. 2) Entre los parentales HWB29 y F1-8, y la 
población de retrocruce. En estos ensayos se encontró que aunque la fusión fue el 
fenotipo más frecuente (43% de la población de retrocruce se fusionó con el individuo 
HWB29 y 67% se fusionó con el individuo F1-8), también se presentó rechazo y fusión 
transitoria, tanto frente a HWB29 (22% de rechazo y 35% de fusión transitoria), como 
frente a F1-8 (4% de rechazo y 29% de fusión transitoria). Por lo tanto, el modelo 
genético de dos loci no predice todos los fenotipos de fusibilidad entre los individuos 
parentales y su progenie. 
 
Adicionalmente, los resultados de los ensayos de fusibilidad entre los individuos de la 
generación F1, del individuo HWB53 y la población de retrocruce, y entre los 
individuos de la población de retrocruce, son una evidencia más de que el modelo 
genético de dos loci no predice la totalidad de los fenotipos de fusibilidad en H. 
symbiolongicarpus (Tabla 17). Específicamente, en todos estos tipos de ensayos de 
fusibilidad la proporción observada difirió de la proporción esperada. Ello se debe en 
parte a que el modelo de dos loci no predice la fusión transitoria en una cantidad 
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apreciable, pese a que este fenotipo se observó en una frecuencia comparable al 
rechazo en los ensayos de fusibilidad de la generación F1, o a la fusión en los ensayos 
de fusibilidad del individuo HWB53 y la población de retrocruce. Los fenotipos más 
frecuentes fueron la fusión entre los individuos de la generación F1, el rechazo entre el 
parental HWB53 y la población de retrocruce, y la fusión y el rechazo, en una 
proporción idéntica, entre los individuos de la población de retrocruce. Además, la 
fusión transitoria siempre se encontró entre los fenotipos menos frecuentes en todos 
los tipos de ensayos de fusibilidad. Por último, en los ensayos de fusibilidad entre 
hermanos (F1 vs F1 y BC-1 vs BC-1) la fusión se encontró entre los fenotipos con 
mayor frecuencia en comparación a los ensayos de fusibilidad entre el individuo 
HWB53 y la población de retrocruce donde el fenotipo más frecuente fue el rechazo.  
 
Tabla 17. Resumen de las proporciones esperadas y observadas en los ensayos de 
fusibilidad de H. symbiolongicarpus 






F1 vs F1 14 2:1 2:1:1 
HWB53 vs BC-1 24 1:1 1:4:1 
BC-1 vs BC-1 215 5:1 3:3:1 
1
  Número de ensayos de fusibilidad realizados. 
2
  De acuerdo al modelo genético de dos loci ligados (Fusión: Rechazo). 
3
 Establecida a partir de los ensayos de fusibilidad realizados (Fusión: Rechazo: Fusión 
transitoria). 
    
La construcción de los grupos de fusibilidad fue compleja debido a las relaciones de 
fusibilidad que se establecieron. Por ejemplo, el perfil de fusibilidad del individuo BC1-
59 fue muestra de ello, porque este individuo se fusionó a los individuos BC1-15 y -36, 
rechazó a los individuos BC1-23 y -40, y expresó fusión transitoria frente al individuo 
BC1-70, a pesar de que estos individuos pertenecían al grupo de fusibilidad A (Tabla 
7). Además la complejidad de las relaciones de fusibilidad operaba cada vez que se 
buscaba introducir un individuo a un grupo de fusibilidad, porque debía fusionarse a 
todos los individuos de su grupo y rechazar a todos los individuos del otro grupo, y ello 
no siempre se cumplía. Por ejemplo, los individuos BC1-7 y -11, candidatos del grupo 
de fusibilidad A, rechazaban a todos los individuos del grupo de fusibilidad B, pero 
presentaban fusión transitoria o rechazo frente a algunos individuos del grupo de 
fusibilidad A. 
 
Por último, para explicar los fenotipos de fusibilidad entre los individuos silvestres de 
H. symbiolongicarpus, como aquellos fenotipos observados entre los parentales, la 
generación F1 y la población de retrocruce, es necesario que se planteé un nuevo 
modelo genético del control del alorreconocimiento en esta especie. Este modelo 
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genético debería tener en cuenta lo siguiente: 1) La fusibilidad entre los parentales y la 
progenie se puede resolver en fusión, rechazo o fusión transitoria. 2) La fusión 
transitoria debe ser predicha en una cantidad apreciable. 3) Se debe suponer la 
existencia de genes adicionales a alr1 y alr2 que se suman al control del 
alorreconocimiento en esta especie. 
 
 
2. Proteínas con expresión diferencial entre los grupos de fusibilidad de 
H. symbiolongicarpus 
 
Se identificaron 42 proteínas expresadas diferencialmente entre los grupos de 
fusibilidad, y estas se clasificaron en 7 clases funcionales. Una vez revisada las 
funciones de estas proteínas, aquellas distintas al grupo de reconocimiento que 
presentaron una asociación directa con el sistema inmune fueron las siguientes: 
Quitotriosidasa, Enolasa, Glutatión S-transferasa, Tiorredoxina, Catepsina L, Canal 
selectivo de aniones dependiente de voltaje (VDAC), Proteína 14-3-3, Factor de 






























Tabla 18. Proteínas identificadas que tienen relación con el sistema inmune 
 
 
Proteína Función inmune Referencias 
Quitotriosidasa 
Quitinasa de fagocitos y neutrófilos. Regulada por la 
activación de los TLRs y NOD-2 (nucleotide-binding 
oligomerization domain-2). Ejerce su actividad 
quitinolítica frente al hongo Candida albicans. 
[70] 
Enolasa 
Participa en el sistema de activación del plasminógeno 
a la proteasa extracelular plasmina. Actúa como 
receptor del plasminógeno en líneas celulares 
leucocíticas. Es una proteína fundamental en la 
tumorogénesis del cáncer de colón. Promueve la 





Regula la señalización de las proteínas pro-apoptóticas 
ASK1 (apoptosis stimulating kinase 1) y JNK (c-Jun N-
terminal kinase) en condiciones normales y de estrés. 
Por ejemplo, JNK es regulada en estrés oxidativo. 
[84] 
Tiorredoxina 
Regula la proteína pro-apoptótica ASK1 en forma 
similar a la proteína GST. Regula la unión con el DNA 
del factor de transcripción NF-B, mediante la 
modificación de su estado de oxidación. 
[137] 
Catepsina L 
Participa en la degradación de la cadena invariante que 
se encuentra unida al MHC clase II. Es secretada por 
macrófagos y células dendríticas para la degradación 






Se ha propuesto que actúa de manera específica en la 
apoptosis dependiendo del tipo celular. Por ejemplo, en 
células transfectadas se comporta como una proteína 
anti-apoptótica, mientras que en neuronas apoptóticas 
es una proteína pro-apoptótica. 
[138] 
Proteína 14-3-3 
Interactúa con las proteínas pro-apoptóticas BAD y 
BAX evitando que induzcan la apoptosis. Dentro de la 
vía de señalización del factor de necrosis tumoral  
(TNF) inhibe a las proteínas pro-apoptóticas: ASK1, la 
proteína dedos de zinc A20 (A20), RASSF1A y los 




la glia gamma 
(GMF) 
Se expresa en los pseudópodos de las células T que 
se encuentran migrando, y además en macrófagos 
linfoblastos y fibroblastos. Se requiere para que los 
linfocitos T realicen la quimiotaxis. 
[140] 
Tiroglobulina 
Forma la estructura de la cadena invariante que 
participa en el plegamiento y tráfico del MHC clase II. 
Regula la actividad de las proteasas tipo cisteína en los 
compartimentos endosomales de las células 
presentadoras del antígeno. En macrófagos y células 
dendríticas forman un complejo con las proteasas para 
mantenerlas activas cuando son secretadas a la matriz 




Aumenta su expresión (MAGOHB) en macrófagos de 
ratón que son expuestos a LPS. 
[105] 
 
3. Candidatos de moléculas adicionales que controlan el 
alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus 
 
 
Las proteínas candidatas a sumarse al control del alorreconocimiento en H. 
symbiolongicarpus poseen los siguientes dominios: HSP70, Dominio de unión a 
peptidoglicano, Fibrinógeno, Ribonucleasa T2, Trombospondina tipo-1, CAP, ML, y 
además se encontró una proteína altamente variable. Estas proteínas poseen entre 
sus características al menos un dominio de reconocimiento o un alto número de 
secuencias diferentes en el transcriptoma de H. symbiolongicarpus, lo que podría 
indicar que son capaces de reconocer ligandos en otras células y/o presentar 
variabilidad en las poblaciones naturales, por lo cual fueron postuladas como 
moléculas candidatas a sumarse al control del alorreconocimiento en este especie 
(Tabla 19).  
 
La proteína con un dominio HSP70 podría actuar como una molécula que permita el 
ensamblaje de complejos proteicos conformados por receptores de alorreconocimiento 
[110]. La variación de esta molécula (2 sustituciones de 685 aminoácidos) que es baja 
no sería un impedimento para que realice esta función. La proteína que tiene un 
dominio de unión a peptidoglicano podría tener la capacidad de unirse a los diferentes 
tipos de peptidoglicano de bacterias Gram-positivas y – negativas [113], y su variación 
(2 sustituciones de 349 aminoácidos, y una sustitución de 303 aminoácidos) podría 
indicar que este es un receptor de patrones moleculares. La proteína con un dominio 
de Fibrinógeno podría tener la capacidad de unirse a receptores o glicoproteínas, 
como lo hacen proteínas con una similar arquitectura en el sistema de auto-
incompatibilidad de C. intestinalis [108,118], o los FREPs en el sistema inmune del 
caracol B. glabrata [122,123]. La variabilidad de esta molécula en los dos individuos 
analizados no fue tan alta (2 sustituciones de 310 aminoácidos), sin embargo puede 
ser necesario evaluar nuevos individuos para confirmar esta característica. La 
Ribonucleasa T2 podría tener una función dual como en plantas angiospermas 
[126,127], es decir degradar el RNA y también funcionar como una molécula de 
reconocimiento. La variabilidad que presenta esta proteína (6 sustituciones de 266 
aminoácidos) podría indicar que esta molécula es polimórfica. La proteína altamente 
variable que no presentó dominios reconocibles podría ser un alodeterminante en H. 
symbiolongicarpus, como lo es la proteína BHF en B. schlosseri la cual tampoco posee 
dominios reconocibles [8]. Esta molécula posee la mayor variabilidad (44 sustituciones 
de 305 aminoácidos) entre los candidatos propuestos en este trabajo. La proteína que 
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contiene un dominio de Trombospondina con una arquitectura única podría reconocer 
receptores, como lo hacen las proteínas Trombospondinas-1 y -2 [128]. La variabilidad 
de esta proteína (21 de 922 aminoácidos) indica podría ser un alodeterminante en H. 
symbiolongicarpus. La proteína que contiene un dominio CAP podría funcionar en 
reconocimiento como ocurre en los sistemas de reconocimiento entre esperma y 
oocitos en mamíferos [132], y de auto-incompatibilidad en ascidias [108,133]. La 
variabilidad de esta proteína fue alta (31 de 242 aminoácidos) y se localizó en el 
extremo N-terminal. Por último, la proteína que contiene un dominio ML podría 
participar en el reconocimiento de algún patrón molecular, como ocurre en el camarón 
blanco Litopenaeus vannamei que mediante una proteína ML reconoce LPS de 
bacterias Gram-negativas [135]. La variabilidad de esta proteína fue alta (27 de 155 




























Tabla 19. Resumen de las funciones putativas de las proteínas candidatas de 
alorreconocimiento 






Chaperona de péptidos que constituyen el 
receptor del oocito en el proceso de auto-












Similar a Proteínas de reconocimiento de 
Peptidoglicano (PGRPs) que reconocen a 








Similar a las proteínas v-Themis-A y –B que 
participan en el sistema de auto-
incompatibilidad de Ciona intestinalis. Similar 
a las proteínas Ficolinas de la vía de las 
lectinas del sistema complemento. Similar a 
las proteínas FREPs (Proteínas relacionadas 
con Fibrinógeno) de los moluscos 
gastrópodos que reconocen proteínas del 









Similar a las proteínas S-RNasas que 
controlan el sistema de auto-incompatibilidad 







Las tenascinas se expresan en los procesos 
de desarrollo y reparación de daño en los 















El dominio trombospondina se une al 
receptor CD36, heparan sulfato, Fibronectina 
y TGF-β. El dominio FlgD Tudor-like 















Similar a las proteínas secretoras ricas en 
cisteína (CRISPs) de mamíferos que 
participan en la fusión entre el esperma y los 
oocitos en la fecundación. Similar a la 
proteína HrUrabin que participa en el sistema 









La proteína MD-2 que posee el dominio ML 
participa en el reconocimiento de LPS junto 
al receptor TLR4. Esta familia se encuentra 
expandida en el mosquito Aedes aegypti y 
participa en la infección del mosquito por 





1. Se generó una población de retrocruce conformada por 36 individuos de 
H. symbiolongicarpus en la que se segregaron los fenotipos de 
alorreconocimiento.  
  
2. Se construyeron dos grupos de fusibilidad en H. symbiolongicarpus (A y 
B) en donde los individuos de un grupo se fusionaban entre sí, pero 
rechazaban a todos los individuos del otro grupo. 
 
3. Se determinaron 96 spots proteicos expresados diferencialmente entre 
los grupos de fusibilidad de H. symbiolongicarpus mediante 
electroforesis bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE). 
 
4. Se identificaron 42 proteínas expresadas diferencialmente en los grupos 
de H. symbiolongicarpus pertenecientes a 7 clases funcionales mediante 
espectrometría de masas en tandem.   
 
5. Se propusieron 8 proteínas candidatas a alodeterminantes en H. 
symbiolongicarpus que poseen los dominios: HSP70, dominio de unión a 
peptidoglicano, fibrinógeno, ribonucleasa T2, CAP, trombospondina tipo-
















1. Se clonarán los genes alr1 y alr2 en los grupos de fusibilidad y sus 
parentales, y ello se asociará con los fenotipos de fusibilidad de estos 
individuos. 
 
2. Se clonarán las moléculas candidatas a alodeterminantes en los grupos 
de fusibilidad, sus parentales e individuos silvestres de H. 
symbiolongicarpus para determinar sus niveles de polimorfismo. 
 
3. Se reducirá la expresión de las moléculas candidatas a alodeterminantes 
en H. symbiolongicarpus mediante RNA de interferencia (RNAi) y se 
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ANEXO 1: SEXO DE LOS INDIVIDUOS DE LA POBLACIÓN DE RETROCRUCE 1 
 







































♂: Individuo macho  
♀: Individuo hembra 
 I: Individuo de sexo indeterminado 
 
ANEXO 2: CÁLCULO DEL COEFICIENTE DE CONSANGUINIDAD DE LA 
POBLACIÓN DE RETROCRUCE 1 
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n+1  (1+FA)] [50] 
 
Ancestros comunes entre HWB29 y F1-8: Ninguno 
 





1+1 * (1+0)   
 




Coeficiente de consanguinidad de la población de retrocruce (BC1) es del 25%.
 




Figura A3.1. Comparación de los grupos de fusibilidad A y B por electroforesis 
bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE)-Réplica 2. Las proteínas de los grupos de 
fusibilidad A y B están marcadas con los fluorocromos verde y rojo, respectivamente. Los spots 
con expresión diferencial analizados están marcados en círculos y numerados del 1 al 96. La 
separación en la primera dimensión se realizó en un gradiente de pH inmovilizado 3-10 lineal, y 
la segunda dimensión en un SDS-PAGE al 12%, donde el peso molecular se encuentra entre 
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Figura A3.2. Comparación de los grupos de fusibilidad A y B por electroforesis 
bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE)-Réplica 3. Las proteínas de los grupos de 
fusibilidad A y B están marcadas con los fluorocromos verde y rojo, respectivamente. Los spots 
con expresión diferencial analizados están marcados en círculos y numerados del 1 al 96. La 
separación en la primera dimensión se realizó en un gradiente de pH inmovilizado 3-10 lineal, y 
la segunda dimensión en un SDS-PAGE al 12%, donde el peso molecular se encuentra entre 











4 5 6 






































































ANEXO 4: CUANTIFICACIÓN DE LOS SPOTS CON EXPRESIÓN DIFERENCIAL 
ENTRE LOS GRUPOS DE FUSIBILIDAD 
 
Tabla 21. Cuantificación de los spots expresados diferencialmente entre los grupos de 
fusibilidad A y B 
 

































































































1. Promedio de la proporción del volumen para cada spot. 
